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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Peptide mit N-substituierten Glycingruppen sowie diese enthaltende Arzneimittel zur Behandlung 
hormonabhangiger Tumore 

@ Die Erfindung betrifft N-substituierte Glycinderlvate 
und Peptide, die eines Oder zwei dieser Glycinderivate als 
Baustein enthalten. Arzneimittel, in denen die erfindungs- 
gemaUen Peptide enthalten sind, konnen zur Behandlung 
hormonabhangiger Tumore verwendet werden. 
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Beschreibung 

. Die Erfindung betrifft Peptide mit N-substituierten Glycingruppen, Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen, 
Arzneiraittel, in denen diese Verbindungen enthalten sind, sowie die Verwendung der Aj7:neimittel zur Behandlung hor- 
5 monabhangiger Himore, 

Die Dreibuchstabenabkurzungcn der AminosSuren, die in dieser Anmeldung verwendet werden, entsprechen den \br- 
schlagen der lUPAC-IUB-Kommission fur bicxihemische Noraenklalur (Eur. J. Biochem. 1984, 1 38, 9-37). 

Die N-subsliluienen Glycinderivate werden enlsprechend der Funktionalitat ihrer Seitenkette init dem klein geschrie- 
benen Dreibuchstaben-Codc des jeweiligen Aminosaureanalogons und dem Buchstaben N als Prafix bezeichnct. 
10 Weitere, in dieser Anmeldung verwendete Abkiirzungen sind im folgenden aufgefuhri: 

ID, 2D eindimensional, zweidimensional 

AAV allgemeine Arbeitsvorschrift 

Abb, Abbildung 
15 abs. absolut 

ACN AcetoniUii 

AS Aminosaure 

At 7-Azabenzotriazol- 1 -yl 

Boc tcrt.-Butyloxycarbonyl 
20 bs breites Singulett 

BTSA Bistrimerhylsilylacetamid 

Bzl Benzyl 
Grad Celsius 

cTrl 2-Chlorolriiylchlorid 
25 dDubletl 

8chemischc Verschicbung 

dd Doppeldublett 

DC Dunnschichtchromatographie 

DCM Dichlormethan 
30 DEAD Diethylazodicarboxylat 

DEBAH Diisobutylaluminiumhydrid 

DIPEA Diisopropylethylamin 

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin 

DMF Dimethylfonnaiiiid 
35 DMSO Dimethylsulfoxid 

EDCl N-Ethyl-NJ*J'-(dimeihylaminopropyl)-carbodimid 

eq Aquivalcnt * 
Et Ethyl 

Fmoc 9-Fluorenylmethioxycarbonyl 
40 g Gramm 
h Stunde 

H ATU 0-(7- Azabenzotriazol- 1 -yl)- 1 , 1 ,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat 

HOAc Essigsaure 

HOAt l-Hydroxy-7-azabenzoUiazol 
45 HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 

HOOBt 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro- 1 ,2,3-benzotriazin 

HPLC Hochlcistungs-Fliissigkeitschromatographie 

IC50 inhibitory capacity 

iPr iso-Propyl 
50 I Liter 

LHRH Das luteinisierende Hormon freisetzendes Hormon 

LM Losungsmitlel 

M Molar 

m Multiplett 
55 Mc Methyl 

MeOH Methanol 

ml Milliliter 

mmol Millimol 

MS Massenspektrometrie 
60 Mtr 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl 

pM Mikromolar 

N Normal 

Nbs Nitrobenzolsulfonyl 
nM Nanomolar 
65 NMP N-Methylpyrrolidon 

NMR nuclear magnetic resonance 

Nps Nitrobenzolsulfid 

NSG N-substituiertes Oligoglycin 
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OAc Acetat 

Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyl(lihydrobenzofuran-5-suifonyl 
PNA Peptidnukleinsaure 
ppb parts per billion 

ppm parts per million 5 

Prop Propyl- 

q Quartelt 

Rf Relentionsfaktor 

RT Raumtemperatur 

s Singulctt 10 

tTriplett 

tBu tert.-Butyl- 

TBDMS tert.-Butyldimethylsilyl 

TBTU 0-( 1 H-Benzotriazol- 1-yl)- 1 , 1 ,3,3-tetramethyluroniumtetrafluoroborat 

TCPTritylchlorid-PoIystyrol 15 
TEA Triethylamin 
TEA Trifluoressigsaure 
THE Tetrahydrofuran 
Trt Trityl 

TPP TViphenylphosphin 20 

UV Ultraviolett 

Xxx beliebige Aminosaure 

Z Benzyloxycarbonyl- 

Die erfindungsgeinaBen Peptide stellen Analoge des das luleinisierende Hormon freisetzenden Hormons (LH-RH) dai; 25 

das die folgende Struktur aufweist: 

p-Glu-His-Trp-Ser>TVr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, [LH-RH, Gonadorelin]. 

Wahrend mehr als 20 Jahren haben Forscher nach selektiv potenten Antagonislen des LH-RH-Dekapeptids fM. Karten 30 
und J. E. Rivier, Endocrine Reviews 7, 44-66 (1986)] gesucht. Das hohe Interesse an solchen Antagonislen ist in ihrer 
Nutzlichkeit im Bereich der Endokrinologie^ Gynakologie, Schwangerschaflsverhutung und Krebs begriindet, Eine 
groBe Anzahl von Verbindungen sind als potentielle LH-RH- Antagonislen hei^estellt worden. Die interessanlesien Ver- 
bindungen, die bis heute gefunden wurden, sind jene Verbindungen, deren Slruklur eine Modifizierung der LH-RH- 
Struktur darstellen. 35 

Die erste Serie von potenten Antagonislen wurde durch die Einfuhrung von aromatischen Aminosaurcresten in den 
Positionen 1, 2, 3 und 6 oder 2, 3 und 6 crhalten. Die iibliche Schreibweise der Verbindungen sieht wie folgt aus: Es wer- 
den zunachst die Aminosauren angegeben, die in der Peptidkelte von LH-RH an die Stelle der ursprunglich vorhandenen 
AminosMuren getrelen sind, wobei die Positionen, an denen der Austausch stattfand, durch hochgestellte Ziffem gekenn- 
zeichnet werden. Weiterhin v^ird durch die nachgeslellte Bezeichnung "LH-RH" zum Ausdruck gebracht, daB es sich ura 40 
LH-RH-Analoge handelt, an denen der Austausch stattfand. 

Bekannte Antagonislen sind: 

[Ac-D-Phe(4-Cl)^'^ D-Trp^-^] LH-RH (D,H. Coy et al. In: Gross, E. and Meienhofer, J. (Eds) Peptides; Proceedings of 
the 6th American Peplid Symposium, S. 775-779, Pierce Chem.Co., Rockville EI, (1979): 

[Ac-Pro^ D-Phe(4-Cl)^ D-Nal(2)^-^] LH-RH (US-Palenl Nr. 4.41 9.347) und [Ac-Pro\ D-Phe(4-Cl)^ D-Trp^'^] LH-RH 45 
(J. L. Pineda, et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 56, 420, 1983). 

Um die Wasserloslichkeit von Antagonislen zu erhohen, wurden spater basische Aminosauren, zum Beispiel D-Aig, in 
der 6-Stellung eineefuhrt. Zum Beispiel 

[Ac-D-Phe(4-Cl)^-^, D-Trp\ D-Arg\ D-Ala^°] LH-RH (ORG-30276) (D. H. Coy, et al.. Endocrinology 100, 1445, 
1982); und so 
[Ac-D-Nal(2)\ D-Phe(4-F)2. D-TVp\ D-Arg^] LH-RH (ORF 18260) (J. E. Rivier et al., in: Vickery B. H. Nestor, Jr. J. J., 
Hafez, E. S. E (Eds), LHRH and its Analogs, S. 11-22 MTP Press, Lancaster, UK 1984). 

Weitere potente LH-RH-Antagonislen sind in WO 92/19651, WO 94/19370, WO 92/17025, WO 94/14841, 
WO 94/13313, US-A 5,300,492, US-A 5,140,009, EP 0 413 209 Al und DE 195 44 212 Al beschrieben. 

Leiztere offenbart Verbindungen mil einem modifizierten Omithin- oder Lysin-Baustein in Position 6, welche der fol- 55 
genden Formel entsprechen: 

Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Ser'^-1Vr5-D-Xxx^-Leu'^-Arg^-Pro^-D-Alai°-NH2, 

worin D-Xxx eine Aminosauregruppe der allgemeinen Formel (VI) 60 



65 
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-HN-CH-CO-O- 



NH 



CO-R 



darstellt, 

Weitere bekannte LH-RH-Anlagonisten sind Antarelix bzw. Cetrorelix. 
Antarelix: 

Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Ser^-TVr^-l>Hci^-Leu^-Lys(iPr)*-Pr^^^ 
Cetrorelix: 

Ac-D-Nal(2)i-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Ser^-Tyr^-D-Cit^-Leu^-Arg*-Pro^-D-Ala*°-ra^ 

Ziel der Erfindung ist, neue LH-RH-Aniagonislen zu schalTen, die eine erhohle enzymatische Slabililal und Wasser- 
loslichkeii aufweisen, 

Dicse Aufgabe wird dadurch gelost, daB cinzelne Baustcine in der Aminosaurcketic der oben genannten LH-RH-Ant- 
agonistcn durch N-iso-Butyl-glycin-(Nleu), N-2-(4'-Hydroxy-phenyl)-ethyl-glycin-(Nhtyr), N-2-Hydroxy-ethyl-glycin- 
(Nhser), N-(N'-iso-Propyl-4-aniino-butyl)-glycin-(Nlys(iPr)), N-3-Guanidino-propyi-glycin-(Narg), N-3-Ureido-pro- 
pyl-glycin-(Ncit), N-4-Ureido-propyl-glycin-(NHcit), N-Pyrid-2-yl-methyl-glycin-(Npal(2)), N-Pyrid-3-yI-mer.hyl-gly- 
cin-(Npal(3)), N-Pyrid-4-yL-methyl-glycin-(Npal(4)), N-Naphth-l-yl-methyl-glycin-(Nnal(l)), N-Naphth-2-yl-methyl- 
glycin-(Nnal(2)) oder N-(4'-Chlor-phenyl)-methyl-glycin-gruppe (N(pCl)phe) oder eine N-substituierte Glycin-Gruppe 
mit der allgemeinen Fonnel I 



ersetzt werden. 

Bevorzugte LH-RH-Antagonisten, an denen dieser Austausch stattfindei, sind Cetrorelix, Antarelix und die Verbin- 
dungen aus der DE 195 44 212. Auf diese Weise entstehen Verbindungen der allgemeinen Fonnel V 

Ac-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^O-NHz (V) 

worin einer oder zwei der Bausteine Xxx\ Xxx^ Xxx^, Xxx"^, Xxx^, Xxx'', Xxx^ und Xxx^° eine N-iso-Butyl-glycin- 
(Nleu), N-2-(4'-Hydroxy-phenyl)-ethyl-glycin-(Nhtyr), N-2-Hydroxy-ethyl-gIycin-(Nhser), N-(NMso-Propyl-4-amino- 
butyl)-glycin-(Nlys(iPr)), N-3-Guanidino-propyl-glycin-(Naig), N-3-Ureido-propyl-glycin-(Ncit), N-4-Ureido-propyl- 
glycin-(NI-Icit), N-Pyrid-2-yl-methyl-glycin-(Npal(2)), N-Pyrid-3-yI-methyl-glycin-(Npal(3)). N-Pyrid-4-yl-methyl- 
glycin-(Npal(4)), N-Naphth-l-yl-inelhyl-glycin-(Nnal(l)), N-Naphth-2-yI-methyl-glycin-(Nnal(2)) oder N-(4'-Chlor- 
phenyO-rnelhyl-glycin-gruppe (N(pCl)phe) oder eine N-substiiuiene Glycin-Gruppe mil der allgemeinen Fonnel I 




(I) 




bedeulet, wobei R^ 




-(CH2)n-NH-C0-R^ (D) 

in der n die Zahl 3 oder 4 darstellt, in der 



eine Gruppe mit der allgemeinen Formel m 



-(CHJp-CO-NR^R^ m 
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worin p eine ganze Zahl von 1 bis 4, Wasserstofif oder eine Alkylgruppe und R^ eine unsubstituierte oder substituierte 
Arylgruppe oder Heleroarylgruppe bedeutet, oder R^ einen Ring der allgemeinen Formel (IV) 



IS 

in dem q die Zahl 1 oder 2, R^ ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe, R^ ein WasserstolTatoni oder eine Alkyl- 
gruppe und X ein Sauerstoff oder Schwefelaiom bedeutet, darstellt, 

Xxx^ D-Nal(l), D-Nal(2), Nnal(l) oder Nnal(2), 

Xxx2 D-(pCl)Phe Oder N(pCl)phe, 20 
Xxx^ Pal(3). D-Pal(3), Npal(2), Npal(3) oder Npal(4), 
Xxx^ Ser, Ser(t.-But.), Hser oder Nhser. 
Xxx^ lyr, Tyr(t.-But.) oder Nhiyr. 

Xxx^ D-Cit, D-Hci, Neil, Nhcit oder eine D-Aminosauregruppe der allgemeinen Fomiel (VI) oder (VII) 




(IV) 



10 



5 




25 



(CH2)n 



30 




35 



(VI) 



40 




45 



(CH2)n 




SO 




55 



-(CH2)p-co-NR^^ an) 

worin p eine ganze Zahl von 1 bis 4, R^ Wasserstoff oder eine Alkylgruppe und R^ eine unsubstituierte oder substituierte 
Arylgruppe oder Heleroarylgruppe bedeutet, oder R^ einen Ring der allgemeinen Fonnel (IV) 



60 
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in dem q die Zahl 1 oder 2, R' ein WasserstofTatom oder eine Alkylgruppe, R ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe 
und X ein Sauerstoff- oder vSchwefelatom bedeutet, darslellt, 

15 Xxx^ Leu, D-Leu oder Nleu, 

Xxx^ Arg, Lys(iPr), Narg oder Nlys(iPr), 
Xxx^ Pro und 

Xxx^° Ala Oder Nala bedeutet, 

20 und deren Salze mil pharmazeutisch akzeptablen SSuren, insbesondere die Embonate. 

Unter den Verbindungen, die von den LH-RH-Antagonisten der DE 195 44 212 abgeleitet sind, sind solche besonders 
bevorzugt, worin Xxx^ D-[e-N'-(Imidazolidin-2-on-4-yl)-fonnyl]-Lys, N-[e-N'-(ImidazoIidin-2-on-4-yI)-formyl]- 
Gly,D- [e-N'-4-(4- Amidino-phenyl)-amino- 1 ,4-dioxo-butyl]-Lys oder N- [8-N'-4-(4- Amidino-phenyl)-amino- 1 ,4-dioxo- 
butyl]-GIy bedeutet. 

25 . Weitere besonders bevorzugte erfindungsgemaiJe Verbindungen sind: 

Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Nhser^-Tyr5-D-Cit^-Leu''-Arg^-Pro^-D-Ala^°-NH2, 
Ac-D-Nal(2)^-D-(pCI)Phe^-D-Pai(3)^-Nhser^-T\r(tBu)5-D-Cit^-Leu^-Arg^-Pro5-D-Ala^«-NH2, 
Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pai(3)^-Ser'*-Ty/-Ncit^-Leu^-Arg^-Pro^-D-Ala^°-NH2. 
30 Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-Pal(3)^-Ser^-TyR^-D-Cit^-NIeu''-Arg^-Pro^-I>Ala^°-NH2, 
Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)3-Ser'^-TVr^-D-Cit^-Leu^-Narg^-Pro^-D-Ala^°-NH2, 
Ac-D-Nal(2)i-DKpCl)Phe2-D-Pal(3)2-Ser'*-'IVR^-D-Cit^-W-Arg*-Pro^-Nala^°^ 
Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Hser'^-TVR^-D-Cit^-D-I^u'^-Arg*-Pro^-^ 

35 Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen zur Behandlung hormonabhangiger Hiinore, insbesondere Prostatacar- 
cinom oder Brustkrebs, sowie fur nicht-maligne Indikationen, deren Behandlung eine LH-RH-Hormonsuppression er- 
fordert, verwendet werden. Dazu werden sie mit den ublichen Trager- und Hilfsstoffen vermischt und als Arzncimittel 

konfektioniert. 

Im folgenden wird die Herstellung von N-substituierten Glycinderivaten geschildert. 

40 Bis auf Prolin, fiir das es kein entsprechendes analoges Glycinderivat gibt, und Nala, das gleichbedeutend mit N-me- 
thyliertem Glycin (Sarcosin) ist, werden die acht N-substituierten Glycinderivate, die zur Darstellung der Verbindungen 
nach Formel V benotigt werden, erst in Losung synthetisiert und dann als Fmoc-geschiitzte Derivate in Festphasensyn- 
thesen eingesetzt. Zu ihrer Darstellung werden erfindungsgemaB zwei Synthesemoglichkeiten angewendet, die direkte 
Alky lierung und die reduktive Aminierung. 

45 Prinzipiell konnen alle N-substituierten Glycinderivate durch direkte Alky lierung von priiiiaren Arninen mil Bromes- 
sigsaurecstem in Toluol dargestellt werden. Bei dem hier beschriebcnen Verfahren kommt es jedoch irmner auch zu Dial- 
kylicrungen. Daher stellt die reduktive Aminierung eine Alternative dar, bei der gerade wasscrlosliche Amine mit Gly- 
oxylsSure-Monohydrat ohne Bildung von Nebenprodukten umgesetzt werden konnen. N-substituierte Glycinderivate 
mit unpolaren Seitenketten werden jedoch am einfachsten durch direkte Alkylierung dargestellt. Auf diese Art werden 

50 die Derivate Nnal(l), N(pCl)phe, Npal(n) (mit n = 2, 3, 4), Nleu und Norn(Boc) synthetisiert. \bn dem Baustein Nnal 
wird die konstitutionsisomere, in Position 1 des Naphthylrings substituierte Verbindung dargestellt, da 1-Naphthykne- 
thylainin im Gegensatz zu 2-Naphthylmethylamin kauflich ist. Wie das Nnal(2)-Derivat synthetisiert wird, ist weiter un- 
ten im Text beschrieben. 

Als Alkylierungsreagenzien werden bromierte Saureester anstelle der Chlorverbindungen verwendet, wodurch sich 

55 der Anteil an gebildetem Amid und dialkylierter Verbindung vermindem lafSt. Teure oder schwer zugangliche primare 
Amine werden im Verhaltnis 1 : 1 mit dem Bromessigsaureester umgesetzt, wobei man zum Abfangen des entstehenden 
Bromwasserstoffs ein Aquivalent Triethylamin zugeben muB, Die Reaktionsfuhrung in Abwandlung einer Vorschrift 
von H. C. Stewart, Austr. .1. ('hem. 1961, 14, 654-656 unter Eiskuhlung ergibt dabei deutlich bessere Ausbeuten an N-al- 
kyliertem Glycinester. Statt einer destillativen Reinigung der sehr schwer fluchtigen Substanzen, die immer auch zur Zer- 

60 setzung des Produktes fiihrt, konnen die dialkylierten Verbindungen und Nebenprodukte durch Flash-Chromatographie 
abgetrennt werden. 

Ist das primare Amin dagegen ein billiges Edukt oder leicht zugangUch, so kann es in deutlichem UberschuB einge- 
setzt werden. Die Reaktionsfuhrung erfolgt dabei analog einer Vorschrift zur Darstellung von PNA-Monomeren, bei der 
1,2-Diaminoethan mit Bromessigsaureethylester zum Aminoe±ylglycinethylestcr umgesetzt wird (E. Lioy, Dissertation 
65 1 997, Technische UniversitSt Miinchen). Durch den groBen tTberschuB des Amins (9 Aquivalente) erhSlt man fast aus- 
schlieBlich das gewiinschte monoalkytierte Produkt. Uberschussiges Amin kann destilladv entfemt werden und das bei 
der Reaktion entstehende Alkylammoniumbromid durch waBrige Aufarbeitung abgetrennt werden. £s empfiehlt sich da- 
bei, nur frisch destillierte bzw. neu gekaufte Amine zu verwenden. Anderenfalls muB durch Rash-Chromatographie ge- 

6 
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reinigt werden, damit die fur diese Synthesen eingesetzten Amine ausreichend rein sind. 

Die Ethylesler von Nnal(l) und N(pCl)phe werden mit waBriger IN LiOH-Losung verseift. und anjJchlie'Bend mil 
Fmoc-Cl N-terminal geschiitzt. Die Darstellung der Fmoc-geschiitzten Npal-Derivale erfolgt auf einem anderen Weg, 
der unten ausfuhrlich beschrieben ist. Die N-substituierten Glycinderivate Nleu und Norn(Boc) konnen beide in hoheren 
Ausbeuten durch reduktive Aminierung dargestellt werden, so daB die Ethylester dieser Verbindungen nichl fur weitere 5 
Synthesen verwendet werden. 

Die Darstellung des Nnal(2)-Derivats erfolgt nicht durch direkte Alkylierung, da das benotigle 2-Naphthylmethylaiiiin 
nicht kauflich ist. Ausgehend vom 2-Naphthylmethanol sind jedoch tnehrere Darstellungsmoglichkeiten denkban Durch 
eine Mitsunobu-Rcaktion des Alkohols mit einem 2-Nitrophenylsulfonylglycinmethylestcr wird das enlsprechend gc- 
schutzte Glycinderivat nach Flash-Chromatographie erhalten. Der Mcthylester wird mit IN LiOH-Losung verseift und 10 
das Derivat 2-Nbs-Nnal(2)-OH in die Festphasensynthese eingesetzt. 

Die Glycinderivate mit polaren Seitenketten konnen durch reduktive Aminierung aus Glyoxylsaure-Monohydrat und 
den entsprechenden Aminen im Autoklaven bei hohen Wasserstoffdriicken (50-70 bar) in meist quantitativer Ausbeute 
synthetisiert werden. Die Reinigung der Rohprodukte erfolgt zweckmaBig erst nach Darstellung der Fmoc-Derivate. 
Aber auch Glycinderivate mit unpolaren Seitenketten konnen durch reduktive Aminierung daigestellt werden, allerdings 15 
meist nur in Ausbeuten urn 60-70%. Da die unpolaren Amine nichl mehr in Wasser loslich sind, muB man zu Methanol 
als Losungsmittel oder zu Losungsmittelgemischen aus Methanol/Essigsaureethylester ubergehen. 

Funktionelle Gruppen der Seitenketten miissen vor der reduktiven Aminierung mit pcrmanenten Schutzgruppcn ver- 
sehen werden, die zum einen zur Fmoc-Taktik und gleichzeitig unier den reduktiven Bedingungen orthogonal sind. Ana- 
log zur Fmoc/tert,-Butyl-Taktik in der Peptidchemie werden auch bei Synthesen von Peptiden, die N-substituierte Gyl- 20 
cinderivale als Bauslein enthallen, saurelabile, permanente Schutzgruppen verwendet. Die Hydroxygruppen der N-sub- 
stituierten Glycinderivate Nhser und Nhtyr werden durch tert.-Butyl- bzw. tert.-Butyldimethylsilylether, die Guanidino- 
funktion von Narg durch zwei Boc-Gruppen (N^, N^ geschiitzt. Die Harnstoffeinheil des Ncit-Derivates muB wegen der 
geringen Reakti vital unter den Reaktionsbedingungen nichl geschulzt werden. 

Im folgenden wird auf die Synthese einzelner N-substituierier Glycinderivate genauer eingegangen. 25 

Synthese von Nhser- und Nhtyr-Derivaten 

Zu den Aminosauren Serin undTyrosin analoge Glycinderivate sind chemisch instabil und miissen daher ihrerSeiten- 
ketle um eine Methyleneinheit verlangert werden. Die Glycinderivate Nhser und Nhtyr korrespondieren in diesem Fall 30 
mit ihren homologen Aminosauren. Genaue Vorschriften zur Darstellung dieser beiden Bausteine sind in der Literatur 
nicht beschrieben, so daB eigene Wege erarbeitet wurden. Zuerst wurden tert.-Butylether geschutzte Derivate durch eine 
funfstufige Synthese dargestellt. SchlieBlich konnte eine nur dreistufige Synthese fiir das Silylether-geschUtzte Nhser- 
Derival gefunden werden. Im folgenden werden beide Darstellung smethoden beschrieben. 

Bei den lert.-Bulylether-geschutzten Derivaten von Nhser und Nhtyr wird die Hydroxygruppe der benoligten Amine, 35 
2-Hydroxyethylaniin (Ethanolamin) bzw. 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylamin (lyramin) vor der reduktiven Aminierung mit 
Glyoxylsaure geschiitzt. So kann das Problem der gleichzeitig vorliegenden freien Carboxyl- und Hydroxylgruppc um- 
gangen werden. Im Vergleich dazu muB bei der Synthese der tert.-Butylether-geschiitzten Fmoc-Derivate des Serins und 
des T^rosins die Carboxylgruppe erst temporar als Methyl- oder Benzylester geschiitzt werden (J. G. Adamson et a!., J. 
Org. Chem. 1991, 56, 3447 3449). 40 

Die Hydroxylgruppen werden nach einer Vorschrift von (A. ArmsU-ong et al.. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 2483-2486) 
mit 2,2,2-TrichloraceUmidsaure-tert.-butylester in einem Losungsmittelgemisch bestehend aus Dichlormethan und Cy- 
clohexan unter Zugabe katalytischer Mengen BF3 • Etherat verethert. Die Ausbeuten sind dabei stark von der Polaritat 
der verwendeten Losungsmittelgemische abhangig und emiedrigen sich mit steigendem Dichlormethangehalt, da da- 
durch die Zersetzung des Aceumidats in das entsprechende Acelamid beschleunigt wird. Die wasserloslichen, primaren 45 
Amine Ethanolamin bzw. 'Pyramin werden zuvor durch Einfiihrung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe (Z-Gruppc) ge- 
schiitzt und dadurch in unpolaren Losungsmittcln loslich gemacht. Nach der Verethcrung werden die Produktc durch 
Flash-Chromatographie gereinigt und der N-Benzyloxycarbonyl-l-aminoelhyl-2-terl.-butyIether und das N-Benzylox- 
ycarbonyl-[2-(4-tert.-butoxyphenyl)]ethylamin erhalten. 

Die Z-Schutzgruppe wird bei geringem Wasserstoffiiberdruck (Ballon) abgespalten und das freigesetzte primSre Amin 50 
ohne weitere Isolierung im Autoklaven bei pH 6 mil Glyoxylsaure-Monohydrat reduktiv aminiert. 

Die Glycinderivate H-Nhser(tBu)-OH und H-Nhtyr(lBu)-OH werden ohne weitere Reinigung mit Fmoc-Cl zu den 
entsprechenden N-teniiinal geschuizlen Derivaten umgeselzl (siehe unten). 

Eine nur dreistufige Synthese und danaii cin wesentlich einfachcrer Zugang zu dem Seitcnkcttcn-gcschijlzten Nhser- 
Derivat kann durch die Verwendung von Silylcthergruppcn errcicht werden. Dabei wird die monomcre Grundstruktur 55 
wiederum durch reduktive Aminierung aufgebaut. AnschlieBend wird der N-Terminus durch Einfiihrung der Fmoc- 
Gruppe geschiitzt und Fmoc-Nhser-OH nach zwei Stufen erhalten. Die Hydroxygruppe kann selektiv silyliert werden, 
wobei sich eine Vielzahl an Silylschutzgruppen mit abgestufter Saure- und Basenstabilitat anbieten (S. Hanessian et al., 
Can. J. Chem. 1975, 53, 2975-2977). Die tert.-Butyldimethylsilylgruppe (TBDMS) ist fur die basischen Kupplungs- und 
sauren Abspaltbedingungen vom TCP-Harz ausreichend stabil und kann durch TBDMS-Cl und einer lertiaren Base ein- 60 
gefiihrt werden. Die Carboxygruppe wird zwar gleichzeitig neben der Hydroxyfunktionalitat silyliert, jedoch ist der ent- 
stehende Silylester so saurelabil, daB er bereits durch das Kieselgel bei der Reinigung durch Flash-Chromalogrdphie hy- 
drolysierl wird. Auf diese Art wird Fmoc-Nhser(TBDMS)-OH erhalten. 

Synthese von Norn-Deri vaten 65 

Citrullin und Arginin sowie ihre entsprechenden N-substituierten Analoga unterscheiden sich in der Seiienkette nur in 
der funktionellen Gruppe, die beim Citrullin aus einer HamslofF- und beim Arginin aus einer Guanidineinheit bestehl.' 

7 
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Beide Aminosauren besitzen den gleichen, aus funf KohlenstofFatomen bestehenden Grundkorper des Omithins, aus 
dem sie aufgebaul werden konnen (A. S. Verdini et al., Tetrahedron Lett. 1 992, 33, 6541-6542). Die Synthese der N-sub- 
stituierten (Jlycinderivate Ncit und Narg wird daher auf die gemeinsame Vorstufe Nom zuriickgefuhrt. 
Zu Ornithin analoge Glycinderivate konnen entweder dutch direkte Alkylierung von monogeschutztem 1,3-Diamino- 
5 propan mil Bromessigsaureestem analog einer Vorsphrift von J. A. W. Kruijtzer et al.. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 
5959_6972, Oder durch reduktive Aminierung dargestellt werden. Die Synthese der Norn-Verbindungen erfolgt damit 
analog zur Darstellung des um eine Methylengruppe kurzeren Aminoethylglycins, das die Ruckgrateinheit eines PNA- 
Monomers darstelll und fur das es inehrere literalurbekannte Darstellungsmethoden (O. Buchardt el al., Patentanmel- 
dung PCT/EP92/0 1219) gibt. Beide Verfahren werden zur Synthese von Nom-Derivaten angewandt. Die aufwendigere 
10 Synthese durch reduktive Aminierung bietet den Vorteil, daB jedes Zwischenprodukt komplett orthogonal geschutzt ist. 
Boc-geschutztes b-Alanin wird mit N,0-Diniethylhydroxylainin-Hydrochlorid und PPA als Kupplungsreagenz in das 
enlsprechende Wei nreb- Amid uberfiihrt, Mit Lithiumaluminiumhydrid erfolgt die Reduktion zum Aminosaurealdehyd, 
der wegen seiner Instabilitat gleich mit Glycinmethylester-Hydrochlorid bei geringem Wasserstoffuberdruck (Ballon) re- 
duktiv aminiert wird. Das Glycinderivat I-I-Norn(Boc)-OMe wird uber zwei Stufen erhalten. AnschlieBend wird das se- 
ts kundare Amin durch die Benzyloxycarbonylgruppe (Z-Gruppe) geschutzt und der komplett orthogonal geschutzte Bau- 
slein Z-Norn(Boc)-OMe auf dieser Syntheseslufe durch Flash-Chroniatographie gereinigt. Die Boc-Schulzgruppe der 
Seitenkette wird mil HCl • Ether quantilativ abgespalten. Dieses Nom-Derivat wird, wie unlen beschrieben, in der Sei- 
tcnkette zum Narg- odcr Ncit-Derivat funktionalisiert. 

20 Synthese von Z-Ncit-OMe 

In der Literatur sind mehrere Synthesen fur symmetrische und unsymmetrische HamstofFe beschrieben. Dabei werden 
Amine mit Phosgen oder Phosgen-Aquivalenten (H. Eckert et al., Angew. Chem. 1987, 99, 922-923) zu Isocyanaten (P. 
Majer et al, J. Org. Chem. 1994, 59, 1937-1938, K. Burgess et al, Angew. Chem. 1995, 107, 975-977) oder mit Bis(4- 

25 Nitrophenyl)carbamat (J. Izdebski et al.. Synthesis 1989, 423-425) bzw. para-NiUrophenylchlorfonniat (S. M. Hutchins 
et al., Teurahedron Lett. 1994, 35, 4055-4058) aktiviert und anschlieBend mit einem weiteren oder dem gleichen Amin 
zum Hamstoff-Derivat umgesetzt. Zur Darstellung von monoalkylierten Hamstoffverbindungen wird das Amin mit Ka- 
liumcyanat oder, aufgrund der besseren Losiichkeit in organischen Losungsmitteln, Trimethylsilylisocyanat (P. Boden et 
al., J. Med. Chem. 1996, 39, 1664-1675) umgesetzt. AnschlieBend wird die Si-N-Bindung durch Wasserzugabe hydro- 

30 lysiert, Auf diesem Weg wird Z-Ncit-OMe erhalten. 

Da die mehrstufige Synthese des Edukts (Z-Nom-OMe) aufwendig ist. wurde zur Darstellung des Ncit-Peptoidmono- 
mers eine kurzere Synthese erarbeitet, deren Schlusselschritt wiederum die reduktive Aminierung eines 1,3-Diaminopro- 
pan-Derivates mit Glyoxylsaure-Monohydrat ist. Die Synthesen dieses und anderer "funktionalisierter" 1,3-Diaminopro- 
pane wird im folgenden naher beschrieben. 

35 Fur die Submonomer-Festphasensynlhese benotigt man zur Darstellung der Glycinderivate Nom, Narg und Ncit mo- 
nogeschutzte bzw. an einer Amingruppe funktionalisierte 1,3-Diaminopropan-Derivate, N-Boc- bzw. N-Z-l,3-Diamino- 
propane dienen als Bausteine fur die Synthese von Spermidinanaloga und es gibt zu ihrer Darstellung mehrere literalur- 
bekannte Vorschriften (P. Boden et al., J. Med. Chem. 1996, 39, 1664-1675; R. J. Bergeron el al., J. Org. Chem. 1987, 52, 
1700-1703; M. S. Bematowicz et al., J. Org. Chem. 1992, 57, 2497-2502; M. S. Bematowicz et al., Tfetrahedron Lett. 

40 1993, 34, 3389-3392; Y F. Yong et al., J. Org. Chem. 1997, 62, 1540-1542; A. R Krapcho et al., Synth. Commun. 1990, 
20, 2559-2564; W. Hu et al., HeW. Chim, Acta, 1996, 79, 548-559.; G. J. Atwell et al., Synthesis 1984, 1032-1033. 

P Boden et al., s.o., gelang die Darstellung von (7-Aminoheptyl)hamstofF ausgehend von 1,7-Diaminpropan auch 
ohne vorherigen Schutz einer Amingruppe. Dabei erfolgie die Umsetzung mit einem dreifachen OberschuB Diamin in 
verdunnter Losung. Um Nebenreaktion zu unterdriicken und um in konzenlrierten Losungen arbeiten zu konnen, wurde 

45 jedoch nichl auf den N-tenninalen Schutz einer Amingruppe verzichtet. 

Die funktionalisierten Diamine konnen aulSer in der Submonomer-Festphasensynthese auch, wie oben beschrieben, 
durch direkte Alkylierung oder reduktive Aminierung zu den N-subsdtuierten Glycinderivaten umgesetzt werden. Im 
Fall einer reduktiven Aminierung mit Glyoxylsaure-Monohydrat ist das funktionalisierte N-Z-1 ,3-Diaminopropan-Deri- 
vat vorzuziehen, da die Z-Schutzgruppe hydrogenolytisch abgespalten und das freigeselzte Amin ohne Isolierung weiter 

50 umgesetzt werden kann. 

Die Darstellung von N-Z-1, 3-Diaminopropari ist nach G. J. Atwell et al.. s.o., mGglich. Das enlsprechende N-Boc-De- 
rivat kann nach einer Vorschrift von W. Hu et al., s.o, synthetisiert werden. Zu einem achlfachen OberschuB von 1,3-Dia- 
minopropan in Dioxan wird eine Losung tert.-Butyloxycarbonylanhydrid in Dioxan gelropft. "OberschUssiges 1,3-Diami- 
nopropan wird anschlieBend destillativ entfemt, 1,3-Bis-Boc-Diaminopropan kann bei der waBrigen Aufarbeitung abge- 
55 irennt werden, so daB das Mono-Boc-1,3-Diaminopropan in hoher Reinheit und mit hoher Ausbeute erhalten wird. 

3-Z- bzw. (3-Boc-3-Aminpropyl)hamstoff konnen durch Umsetzung von N-Z- bzw. N-Boc-l,3-Diaminopropan in ei- 
nem essigsauren Ethanol/Wasser-Gemisch mit Kaliumcyanat unter RuckfluB in 94% Ausbeute bzw. 84% Ausbeute er- 
halten werden. Die Boc-Schutzgruppe wird anschlieBend mit HCl • Ether entschutzt und (3-Aminopropyl)hamstoff mit 
Glyoxylsaure-Monohydrat zum Ncil-Peptoidmonomer reduktiv aminiert. 

60 

Synthese von Z-Naig(Boc)2-0Me 

Die Guanidingruppe der Narg-Derivate wird ahnlich wie die Hamstoffgruppe des Ncit-Derivates auf der Stufe des 
Norn-Bausteins Z-Norn-OMe • HCl eingefiihrt. Fur die Guanylierung von Aminen sind aus der Literatur mehrere Rea- 
65 genzien bekannt (R. J. Bergeron et ah, J. Org. Chem. 1987, 52, 1700-1703, M. S. Bematowicz et al., J, Org. Chem. 1992. 
57, 2497-2502, M. S. Bematowicz et al., Tetrahedron Lett. 1993, 34, 3389-3392, Y R Yong et al., J. Org. Chem. 1997, 
62, 1540-1542), von denen die vorteilhaft sind, die im Hinblick auf den weiteren Reaktionsveriauf bereits geschutzte 
Guanidinogruppen ubertragen. In der vorliegenden Erfindung wurde N,N-Bis(tert.-butyloxycarbonyl)-S-melhylisothio- 
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hamsloff verwendet, um Z-Narg(Boc)2-0Me darzustellen. Dieses Guanylierungsreagenz wurde nach einer Vorschrifl 
von R. J. Bergeron et al, (s.o.) ausgehend von S-MethylisothioharnstofF-Semisulfatdurch Umseizung mit2.2 Aquivalen- 
ten tert.-Butyloxycarbonylanhydrid (B0C2O) in 73% Ausbeute dargestelll. Das Bis-Boc-geschUtzte Guanylierungsrea- 
genz ist um ein Vielfaches reaktiver als das entsprechende ungeschutzte Derivat. 

Die Reaktionsbedingungen flir Guanylierungen variieren in der Literatur in Bezug auf das Ldsungsmittel, die Reakti- 5 
onsdauer und die Tfemperatur und hangen von der Reaktivitat der entsprechenden Amine ab. Fur die Guanylierung von 
Z-Nom-OMe • HCI hal sich die Vorschrifl von A. S. Verdini el al. (s.o.) bewahrl, bei der die Umseizung mil dem obigen 
Guanylierungsreagenz in einem Losungsinilielgemisch aus DMSO und einer 40%igen methanolischen Trilon-B-Losung 
(Benzylu-imethylammoniumhydroxid) crfolgt. Der kompletl orthogonal geschiitzte Baustcin Z-Naig(Boc)2-OMe wird 
nach chromatographischer Reinigung erhaltcn. Z-Narg(Boc)2-OMc wird in drei weiteren Schrittcn in das Fmoc-Dcrivat 10 
uberfiihrt. (siehe unten). 

Darstellung der Fmoc-Glycinderivate 

Die Fmoc-Gruppe wird nach der Methode von L. A. Carpino et al. durch Fmoc-Cl in DioxanAVasser-Mischungen in 15 
Gegenwart von NaUiumcarbonat als schwache Base in die Bausteine eingefuhrt (L. A. Carpino et al., J. Org. Cheni. 
1972, 37, 3404-3409, C. D. Chang, J. Meienhofer. Inl. J. Protein Res, 1978, 11, 246-249. C. D. Chang et al. Int. J. Pro- 
tein Res. 1980, 15, 59-66). Diese Darstellung gelingt jedoch nur bei Bausteincn, die in dem basischen Losungsmittelge- 
misch loslich sind. 

Zur Darstellung des Fmoc-Narg-Derivates muB Z-Narg(Boc)2-OMe erst N- und C-terminal entschUtzt werden. Dabei 20 
zeigt sich, daB die Z-Schutzgruppe nicht in Gegenwart des Methylesters abgespalten werden kann. Nach der \ferseifung 
wird sie jedoch unter Standardreaktionsbedingungen mit Wasserstoff (Ballon) entfemt. 

Das Glycinderivat H-Nnal(l)-OH ist in waBriger Natriumcarbonat Losung unloslich. In diesem Fall gelingt die Ein- 
fuhrung der Fmoc-Gruppe durch das Verfahren von D, R. Bolin et al.. Int. J. Pept. Protein Res. 1989, 33, 353-359. Der 
Baustein H-(l)Nnal-OH wird durch intemiediare Bis-Silylierung mil TMS-Cl in Gegenwart von Triethylamin in DCM 25 
unter RuckfluB gelosl und anschlieBend mit Fmoc-Cl umgesetzt. Nach waBriger, salzsaurer Aufarbeilung, bei der der Si- 
lylester hydrolysiert, wird Fmoc-(l)Nnal-OH erhalten. 

Die Darstellung der Fmoc-Npal(n)-Derivate (n = 2, 3, 4) ausgehend von den C-terminal ungeschiitzten Monomerbau- 
steinen gelang mit keiner der oben beschriebenen Methoden. Daraufhin wurde die Schutzgruppenlaktik umgestellt und 
anstatt des Ethyl- der tert.-Butylester synthetisiert. Durch Umseizung der Aminomethylpyridine mit- Bromessigsaure- 30 
tert.-butylester werden die Npal-Derivate erhalten. Die Ausbeute bei dieser direkten Alkylierung kann im Fall des 
Npal(3)-Esters durch den neunfachen UberschuB an Aminkomponente auf 91% gesteigert werden. Das Rohprodukt wird 
ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt. 

Die isomeren Npal-Bausteine mussen durch Hash-Chromatographie gereinigt werden. Die Npal-tert.-Butylester kon- 
nen anschlieBend problemlos mit Fmoc-Chlorid in Dioxan und Coilidin als Base N-tenninal geschutzt und durch Flash- 35 
Chromatographic gereinigt werden. Die Ausbeute der Npal- Verbindungen ist geringcr, wcnn das Rohprodukt der erstcn 
Reaktion umgesetzt wird. Die Abspaltung der terl.-Butylesler erfolgt durch ITA und Scavenger-Zusalz mil mehr als 95% 
Ausbeute. m-Kresol kann aufgrund des hohen Siedepunktes nicht abdestilliert werden, so daB sich die leichter flUchtigen 
Trialkylsilane (Triethylsilan, etc.) als Zusatz bewahrt, haben. 

40 

Synthese N- und C-terminal modifizierter N-substituierler Glycinderivate 

Die N- und C-terminalen Endgruppen sind bei linearen Peptoiden aufgrund der Retrosequenz im Vergleich mit den 
entsprechenden linearen Peptiden vertauscht. Dadurch ergeben sich unterschiedliche Ladungsverhalmisse, die die Bin- 
dung an den Rezeptor beeintrachtigen konnen. Da im Fall der LH-RH-Antagonisten die Endgruppen eine wichtige Rolle 45 
bei der Bindung an den Rezeptor spielen, wird ein C-terminal modifiziertcs Nnal bzw. ein N-terminal modifizicrtes Sar- 
cosin-Dcrivat synthetisiert. Diese Bausteine sind isoster mit den natiirlich vorkommendcn Endgruppen. . 

Die C-terminale Amidfunktion des Alanins wird durch eine HamstofFgruppe des N-terminalen, Sarcosins im Peptoid 
wiedergegeben. Die Synthese dieser Sarcosin-Verbindung erfolgt analog zur Darstellung des Ncit-Derivates. Sarcosin- 
methylester-Hydrochlorid wird mit Trimethylsilylisocyanat in THF umgesetzt und anschlieBend durch Wasserzugabe 50 
zum Hamstoff-Derivat hydrolysiert. 

Synthese des Aminoketons Boc-Nnal(l)-CH3 

Der Baustein H-Nnal(l)-OH wird mit tcrt.-Butyloxycarbonylanhydrid N- terminal geschutzt und mit N,0-Dimethyl- 55 
hydroxylamin-Hydrochlorid und Propanphosphonsaureanhydrid als Kupplungsreagenz in das Weinreb-Amid uherfuhrt. 
In einer Grignard-Reaktion wird das Boc-Nnal(l)- Weinreb-Amid mit Methylmagnesiumchlorid zum Aminoketon um- 
gesetzt. 

Fur die Synthese von erfindungsgemaBen Verbindungen gemaB allgemeiner Formel V, z. B. CeU*orehx-Analoga, wer- 
den an einer Festphase bzw. in Losung Fragmente hergestellt, die anschlieBend an einer Festphase durch Segmentkupp- 60 
lung verbunden werden. Dabei konnen Fragmente mit Ketten von drei, vier oder sieben Aminosauren verwendet werden, 
die nach den Schemata 3+7, [(3+4)+3] und 7 + 3 gekuppelt werden konnen. Im einzelnen werden in der vorliegenden 
Erfindung folgende, an den Ceirorelix-Analoga beispielhaft gezeigte SUrategien verfolgt: 

[Nxxx)*"^-Cetrorelix mit Nxaa = Nnal\ NpCl-phe^, Npal^ und Nhser^ 65 

Zuerst erfolgt eine Synthese der Heptapeptide aus den Bausteinen 1 bis 7 durch Kupplung der AminosMuren und Gly- 
cinderivate am TCP-Harz. AnschlieBend wird ein Segmentkupplung der Heptapeptide mit dem C-terminalen THpeptid 
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H-Arg(HCl)^-Pro^-D-Ala^°-NK2 • HCI in T^sung durchgefuhrl. 

[Ncitl^-Cetrorelix 

5 Zuerst erfolgt eine Segmentkupplung des N-terrainalen TVipeptids Ac-D-Nal^-I>pG-Phe^-D-(3-Pal)^-0H an das Te- 
trapeptid aus den Bausteinen 4 bis 7, das wiederum aus einzelnen Aminosauren und dem Olycinderivat am TCP-Harz 
aufgebaut wird, anschlieBend die Verlangerung zum Decapeptid durch Segmenlkupplung mil dem C-lenninalen IVipep- 
tidinLosung. 

10 [Nxaa]'"^-Cetroi:elix mit Nxaa = Nleu' und Narg* 

Die C-terminalen Heptapeptide H-Ser(tBu)^-Tyr(tBu)^-D-Cit^-[Nxaa]"-Xaa"^^-Pro^-D-Ala^^-NH2 (n = 7 und 8) wer- 
den am Rink- Amid S-RAM TentaGeI*-Harz aufgebaut und anschlieBend an der Festphase durch Segmenlkupplung mit 
dem Tripeptid Ac-D-Nal(2)^-D-(pa)Phe2-D-Pai(3)^-OH zum Decapeptid veriangert. 

15 

[Nala]^°-Cetrorelix 

Das C-terminale Tripeptid H-Arg(Pbf)^-Pro^-Nala^^-NH2 wird am Rink- Amid S-RAM TentaGel*-Harz aufgebaut und 
anschUeBend an der Festphase mit dem Heptapcpud Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Ser(tBu)'*-'lVr(tBu)^-D-Cit^- 
20 Leu^-OH durch Segmentkupplung verlangert. 

Soweii bei diesen und anderen Synthesen geschutztes oder ungeschutztes Ser(tBu) und Tyr(fBu) benotigt werden, sind 
diese kommerziell ertialtlich. 

Synthese der Cetrorelix-Analoga 

25 

Die Peptide werden am TCP-Harz der Fmoc/tBuArBDMS-Taktik folgend synthetisiert. Der Aufbau der Peptide erfolgt 
wie obcn in der Synthcsestrategic beschrieben wurde. Die linearen Heptapeptide Ac-Xaa^^"^^'"-Nxaa"-OH (n = 1-6) wer- 
den ohne Reinigung weiter umgesetzt. Die Kupplung der N-Acylaminosauren erfolgt mitTBTU/HOBt in Kombination 
mitDIPEA. Bei der Kupplung an ein N-substituiertes Gicinderivat wird HATU/HOAt und Coilidin (pH-Wert = 7.5-8.0) 

30 verwendet. Zur Herstellung des [Nciil^-Heptapeptids wird das N-terminale Tripeptid Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D- 
Pal(3)^-0H mil dem Harz-gebundenen TeUrapeptid H-Ser(tBu)'*-'IVr(tBu)^-Ncit^-Leu''-0-TCP umgesetzt. Als Kupp- 
lungsreagenzien werden EDCl • HCI und HOOBt verwendet. 

Die Segmentkupplungen in Losung werden ebenfalls mit der Kombination EDCl • HCI und HOOBt (3-?Iydroxy-4- 
oxo-3,4-dihydro-l,2, 3-benzoUiazin) als Aktivierungsreagenzien und N-Methylmorpholin als Base (pH-Wert = 5.5-6.0) 

35 in DMF durchgefuhrl. Mil HOOBl als Additiv kann die Racemisierung der aktivierten C-tenninalen Aminosaure - dem 
groBten Problem bei Fragmentkondensationen - eingeschrankt werden. Unter den schwach sauren Kupplungsbedingun- 
gen kann das als Hydrochlorid-Salz geschiitzle Aiginin ohne Nebenreaktionen umgesetzt werden. Die Rohpeptide wer- 
den ohne Reinigung entschUtzt. Die Ausbeuten der geschutzten Peptid werden durch RP-HPLC Reinigung von enmom- 
menen Proben bestimmt. 

40 Die Entschiitzung der tert.-Butyl- bzw. TBDMS-Ether der Serin- und Tyrosinseilenkette erfolgt mit 70% TFA in DCM 

unter Zugabe von 5% Triisopropylsilan als Scavenger. Die entschutzten Peptide werden durch RP-HPLC abgetrennt. 
Die Cetrorelix-Analoga [Nleu]^-, [Narg]^- und p^ala]^^-CetroreIix werden mit 95% TFA und 5% Triisopropylsilan 

vom Rink-Amid S-RAM-TentaGel -Harz abgespalten, wobei die Peptide komplett Seitenketten entschUtzt werden. Die 

enlschiilzten Peptide werden wiederum durch RP-HPLC abgetrennt. 
45 In gleicher Weise konnen Analoga von Antarelix und den in der DE 195 44 212 A 1 aufgefuhrten Verbindungen her- 

gestellt werden. 

Die Erfindung bctrifft demnach auch ein Verfahrcn zur Herstellung von Verbindungen der obigen allgemeinen Formel 
V, bei dem Fragmente aus mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx"", bei denen m eine ganze Zahl von 
1 bis 10 bedeutet und Xxx^ acetyliert ist, an einer Festphase oder in Losung nach ublichen Verfahren aufgebaut werden, 

50 anschlieBend die Fragmente an einer Festphase durch Segmentkupplung verbunden werden und nach AbschluB der 
Kupplung die Verbindung nach Anspruch 2 mit ublichen Verfahren unter Amidierung am Baustein Xxx^^ von der Fest- 
phase abgespalten wird. 

Allernativ werden in diesem Verfahren 
cntwcdcr cin Fragment aus den mil geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx^, wobei Xxx^ ace- 

55 tyliert ist, und cin Fragment aus den ebenfalls mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx'^ an 
einer Festphase oder in Losung nach ublichen Verfahren aufgebaut, anschlieBend die beiden Fragmente an einer Fest- 
phase durch Segmentkupplung verbunden und nach AbschluB der Kupplung die Verbindung der obigen allgemeinen 
Formel V mit ublichen Verfahren unter Amidierung am Baustein Xxx^^ von der Festphase abgespalten, 
Oder ein Fragment aus den mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx"^, wobei Xxx^ acetyliert 

60 ist, ein Fragment aus den ebenfalls mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx'* bis Xxx^ und ein Frag- 
ment aus den ebenfalls mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx^° an einer Festphase oder in 
Losung nach ublichen Verfahren aufgebaut, anschlieBend die drei Fragmenle an einer Festphase durch Segmenlkupplung 
verbunden und nach AbschluB der Kupplung die Verbindung der obigen allgemeinen Fonnel V mil ublichen Verfahren 
unter Amidierung am Baustein Xxx^^ von der Festphase abgespalten 

65 oder ein Fragment aus den mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx^, wobei Xxx^ acetyliert 
ist, und ein Fragment aus den ebenfalls mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx^ bis Xxx^^ an einer 
Festphase oder in L5sung nach Ublichen Verfahren aufgebaut, anschlieBend die beiden Fragmente an einer Festphase 
durch Segmentkupplung verbunden und nach AbschluB der Kupplung die Verbindung der obigen allgemeinen Formel V 
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mit iiblichen Verfahren unter Amidierung am Baustein Xxx^" von derPestphase abgespalten. 

Allgemeine Arbeitsvorschriften 
AAV 1: Boc-geschUtzieN-alkylierte AminosSureester 5 

10.0 mmol Boc-geschiilzler Arainosaureester, 2 inmol (0.2 eq) Tfeirabutylamnioniuiniodid und 80 mmol (8 eq) Alky- 
lierungsreagenz (Alkyl- bzw. Arylbroinide) werden in 25 ml abs. THF gelost und im Eisbad abgekuhlt. 

Daraufhin werden 30 mmol (3 eq) NaH (als Pulver) auf einmal zugegeben. Die Suspension laBl man Uber Nachl auf 
RT kommen und riihrt anschlieBend noch fiir ca. drei bis vier Tage bei RT. 10 

Die Reaktion (DC-Kontrolle) wird mit verdiinnter Essigsaure gequencht und das Losungsmittel abdestilliert. Der oiige 
Riickstand wird in Essigsaureethylester aufgenommen (5 ml/mmol). Die organische Phase wird jeweils zweimal mil 
5%iger Natriumthiosulfat-Losung, 5%iger NaH('03-L6sung, verdiinnter Salzsaurelosung (pH = 3) und gesattigter NaCl- 
Losung gewaschen und uber Na2S04 getrocknel. Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie mit Essigsaure- 
ethylester/n-Hexan-Gemischen als Eluenten gereinigt. Die N-alkylierten Boc-Aminosaureester werden in Ausbeuten 15 
zwischen 80 und 90% in Form farbloser Ole erhalten. 

AAV 2: Nitrobenzolsulfonamid (Nbs)-gcschutztc N-alkylierle Aminosaureester 

AAV 2.1 : Darstellung von Nitrobenzolsulfonamid (Nbs)-geschutzten Aminosaureestem bzw. Peptidesiem 20 

10.0 mmol Aminosaureester (meist als Hydrochlorid vorliegend) werden in 40 ml abs. DCM und zwei Aquivalenten 
TEA gelost. Dazu gibl man 10.0 mmol 2- bzw. 4-Nilrobenzolsulfonsaurechlorid. Man laBt uber Nacht bei RT riihren, fil- 
triert das entstandene Triethylammoniumchlorid ab, waschl mit DCM und engt das Fillrat bis zur Trockene ein. Der 
Riickstand wird in einem Gemisch aus Essigsaureethylester und Wasser aufgenoininen, die organische Phase zweimal 25 
mit verdiinnter HCl-Losung (pH = 3) gewaschen und iiber Na2S04 getrocknet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels 
erhalt man das Produkt in hohen Ausbeuten in Form eines weiBgelben Pulvers. Aufgrund der hohen Reinheit wird das 
Rohprodukt nicht mehr umkristallisiert. 

AAV 2.2: Nitrobenzolsulfonamid (Nbs)-geschiJtzte N-alkylierte Aminosaureester bzw. Peptidester 30 

5.0 mmol Nbs-geschiitzter Aminosaureester werden in 20 ml abs, DMF gelost. Darin suspendiert man .zwei Aquiva- 
lente K2CO3 und gibt 5.5 mmol (1.1 eq) Alkyl- bzw. Arylhalogenid zu. Die Reaktion ist normalerweise nach einer 
Stunde beendet (DC-Konu:olle) und wird durch Zugabe von Essigsaure gequencht, wobei uberschiissiges K2CO3 neutra- 
lisiert wird. Die Reakiionslosung wird bis zur IVockene eingeengt und das erhallene Ol in Essigsaureethylester aufge- 35 
nommen (5 ml/mmol). Die organische Phase wird jeweils zweimal mit 5%iger NaHCOs-Losung, verdiinnter Salzsaure- 
losung (pH = 3) und gesattigter NaCl-L5sung gewaschen und iiber Na2S04 getrocknet. Das Rohprodukt wird durch 
Flash-Chromatographie mit Essigsaureethylester/n-Hexan-Gemischen als Eluenten gereinigt. Die N-alkylierlen Nbs- 
Aminosaureester werden in Ausbeuten > 90% in Form von weiBen Pulvem oder farbloser Ole erhalten. 

40 

AAV 2.3: Abspaltung der Nitrobenzolsulfonamid-Schutzgruppe 

5.0 mmol Nitrobenzolsulfonamid (Nbs)-geschutzter N-alkylierter Aminosaureester werden in 25 ml abs. DMF gelost, 
Unter Riihren werden 1.2 Aquivalente Thiophenol und anschlieBend drei Aquivalenie K2CO3 zugegeben. Man laBt das 
Reaklionsgemisch fur 1 h bei Raumtemperatur riihren und quencht die Reaktion durch Zugabe von verdiinnter Essig- 45 
saure. Die Reaktionslosung wird bis zur Trockene eingeengt und das erhaltene Ol in Essigsaureethylester aufgenommen 
(5 ml/ramol). Die organische Phase wird jeweils zweimal mit 5%iger NaHCCb-Losung und gesattigter NaCl-Losung ge- 
waschen und iiber Na2S04 getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie mit Chloroform/Methanol- 
Gemischen als Eluenten gereinigt. Die N-alkylierten Aminosaureester werden in Ausbeuten > 90% in Form von farblo- 
sen Olen erhalten. 50 

AAV 3: Darstellung von N-substituierten Glycinderivaten 

AAV 3.1: Durch reduktive Aminierung 

55 

5.0 mmol der Aminkomponente und 5,5 mmol Glyoxylsaure-Monohydrat werden in 10 ml MeOH und 5 mi Wasser 
gelost. Mit 2 N NaOH-Losung wird der pH-Wert auf pH 6 eingestellt. Die Reaktionslosung wird mit 0.1 g Katalysator 
(10% Pd auf Kohle, Wassergehalt ca. 50%) versetzt und in einem Autoklaven bei Raumtemperatur und 50 bar Wasser- 
stoffdruck iiber Nacht umgesetzt. ' 

AnschlieBend wird der Katalysator uber Kieselgur abfiltrien und die Reaktionslosung bis zur TVockene eingeengt. Die 60 
im Rohprodukt enthaltenen anorganischen Salze konnen groBtenteils durch Aufnahme des Riickstands in abs. Methanol 
und anschlieBendes Filtrieren abgeurennt werden. Auf eine weitere Reinigung kann in der Regel verzichtet werden. 

AAV 3.2: Durch dirckte Alkylierung 

65 

Zu 20.0 mmol des lipophilen Amins und 20.0 mmol TEA in 15 ml Toluol werden unter EiskQhlung innerhalb von 4 h 
20.0 mmol Bromessigsaureethylester in 7 ml Toluol getropft. Das Reaklionsgemisch wird 48 h bei Raumtemperatur ge- 
riihrt und anschlieBend mit Wasser mehrmals extrahiert Die organische Phase wird Uber Na2S04 getrocknet und das Lo- 
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sungsmittel eingeengt. Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromalographie mil Essigsaureethylester/n-Hexan-Gemi- 
schen als Eluenten. 

AAV 4: Darstellung von Fmoc-Aminosauren 

5 

AAV 4.1 

5.0 mmol Aminosaure werden in 15 ml 10%iger Na2C03-Losung und 5 ml Dioxan gelost und in einem Eisbad auf 
0°C abgekiihlt. Unter Ruhrcn laBt man langsam eine Losung von 5.5 mmol Fmoc-Cl in 7.5 ml Dioxan zutropfen. Die Re- 

10 aktionslosung wird fur eine Stunde bei 0°C und anschlieBend iiber Nacht bei Rauratemperatur geruhrl. AnschlieBend 
wird sie in 150 ml, mil His versetztes Wasser gegossen und zweimal mit je 150 ml kaltem Ether extrahierl. Die eisge- 
kuhke, waBrige Phase wird im Fall von tert.-Buiyl-geschulzten Derivaten mit 10%iger Zitronensaure auf pH 4, bei sau- 
restabilen Derivaten mit IN HQ auf pH 2 eingestelll. Der dabei ausgefallene weiBe Niederschlag wird mit Ethylacetat 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden einmal mit verdiinnter HCl (pH 3) und dreimal mit Wasser gewa- 

15 schen und uber Na2S04 getrocknet. Das Ldsungsmitiel wird destillativ entfernt und das verbleibende Ol am Olpumpen- 
vakuum geirocknel (Rohausb'eute). Viele Fmoc-AS-OH konnen aus Essigsaureethylesler/n-Hexan krislallisieri werden. 

AAV 4.2 

20 5,0 mmol Aminosaure und 10,0 mmol TMSCl werden in 50 ml abs. DCM unter RuckftuB erhitzt, Nach 15 min wer- 
den 10.0 mmol TEA zugegeben. Es wird weitere 60 min unter ROckfluB erhitzt, Nach Abkuhlung auf 0**C werden 
5.5 mmol Fmoc-Cl zugegeben und die Mischung uber Nacht geriihrt. Nach Entfemung des Losungsmittels wird der 
Ruckstand mit 50 ml 0.01 M HCl versetzt. Extraktion mit DCM (3 mal), Waschen mit Wasser (3 mal), TVocknung uber 
Na2S04 und Entferaen des Losungsmittels liefert die Rohprodukte. 

25 Weitere Reinigung erfolgt durch Kristallisation oder Flash-Chromalographie mit CHCls^eOH-Gemischen als Elu- 
enten. 

AAV 5: Darstellung von Boc-Aminosauren 

30 Diese Vorschrift ist auf die meisten Aminosauren anwendbar, auch auf unnalurliche Aminosauren und allgemein bei 
Verbindungen, die eine Aminoneben einer Carboxylfunktion besitzen. 

0,1 mol Aminosaure und 10,6 g (0.1 mol) Natriumcarbonat werden in 100 ml Wasser gelost. Hierzu wird bei Raum- 
temperatur unter krafdgem Ruhren eine Losung von 26.2 g (0.12 mol) Di-tert.-butyldicarbonat in 200 ml Dioxan zuge- 
iropfl und 24 h geruhrt. Die entstandene Suspension wird im Vakuum auf 50 nd eingeengt (Badtemperatur 30°C) mit 

35 100 ml Wasser verdiinnt und vorsichtig mit 4N Salzsaure auf pH 2-3 angesauert. Aus der klaren Losung (oder manchmal 
Suspension) wird das Produkt funfmal mit je 100 ml Essigsaureethylester extrahiert und die vereinigten organischen 
Phasen uber MgS04 getrocknet. Das Losungsmittel wird destillativ entfernt und das verbleibende Ol am Olpumpenva- 
kuum getrocknet (Rohausbeute). Viele Boc- AS-OH konnen aus Diethylether/n-Hexan kristallisiert werden. 

40 AAV 6: Synthese der N-Melhoxy-N-methylcarboxamide 

Die N-terminal geschutzte Aminosaure wird zusammen mit 1.35 eq N,0-Dimethylhydroxylamin-Hydrochlorid und 3 
eq N-Ethylmorpholin in abs. DCM (5 ml/mmol) gelost. Zu der im Eisbad auf 0°C abgekuhlten Reaktionslosung werden 
langsam 1.35 eq n-Propanphosphonsaureanhydrid (PPA) (50%ig in Essigsaureethylester) zugeUropft. Man ruhrt 1 h bei 
45 Q^'C und erwarml iiber Nacht auf Raumiemperatur. Das Reaklionsgemisch wird eingeengt, der Ruckstand in 5 nil/irimol 
Essigsaureethylester suspendiert, je dreimal mit ges. KHSO4, gcs. NaHCOs und ges. NaCl-Losung gewaschcn und uber 
Na2S04 geu-ocknet. Nach dem Enttemen des Losungsmittels und dem Trocknen am Olpumpcnvakuum erhalt man das 
Weinreb-Amid in hohen Ausbeuten und groBer Reinheit, so daB auf eine chromatographische Reinigung verzichlet wer- 
den kann. 

50 

AAV 7: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe in Gegenwart von Methylestern 

5.0 mmol Fmoc-geschiilztes Peptidderivat werden in 10 ml abs. THF gelost. Unter Ruhren werden 10 ml Dimelhyle- 
thylamin zugegeben und uber Nacht stehengelassen. Die Reaktionsmischung wird im ^^kuum zur Trockene eingc- 
55 dampft (Wasscrbadtcmperatur auf RT). Der Ruckstand wird ohne weitere Reinigung in einer neucn Peptidkupplung ein- 
gesetzt. 

AAV 8: Abspaltung der Boc-SchuUgruppe 

60 ' AAV 8.1 

5.0 mmol Boc-geschutztes Peptidderivat werden in 10 ml abs. THF gelost oder suspendiert. Zu dieser Losung gibl 
man 10 ml einer bei O'^C gesattigten Losung von Chlorwasserstoffgas in abs. Diethylether und laBt 30 min bei RT ruhren 
(DC-KonUx>lle). Die Losung wird im Vakuum eingedampft, mit Toluol mehrmals coevaporiert und der Ruckstand im Va- 
65 kuum geu-ocknet. Das anfallende Produkt kann direkt weiter umgesetzt werden. 
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AAV 8.2 

Anstelle der HCl/Diethylether-Losung konnen auch 5 ml TEA verwendet werden. Sollten sich "alkylierungsempfind- 
liche" Aromaten im Edukt befinden (vor allem Pyridinylalaninderivate, lyrosin etc.), werden 0.5 ml Scavenger (m-Kre- 
sol, 1,2-Bthandithiol, IViethyl- oder Triisopropylsilan) zugegeben. s 

AAV 9: Hydrogenolytisches Entfemen der Z-Schutzgruppe 

Das zu entschutzende Derivat wird in cinem geeigneten, moglichst polaren Losungsmittel (z. B. Methanol) aufgenom- 
men und mil 100 mg pro mmol Peptid Hydrierkatalysator (10% Pd auf Kohle, Wassergehalt etwa 50%) versetzt. An- 10 
schlieBend wird mil Wasserstoff gespull und unier leichtem Uberdruck (Ballon) kraftig geriihrt. Nach 0.5 h istdie Reak- 
tion meist beendei (DC-Kontrolle), der Kaialysator wird uber Kieselgur abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampft. 
(Badtemperatur unter 30^C) und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. 

AAV 10: Verseifung von C-terminalen Estem 15 

1.0 iriniol Esler wird in 2-10 ml MeOH, bzw. bei unpolaren Peptiden/Aminosaure-Derivalen in THF gelost. Hierzu 
gibt man unter Ruhren 1.5 ml (1.5 mmol) IN Natronlauge oder IN LiOH-Losung. Enthalt der Methylester saure fiink- 
tionelle Gruppen, muB entsprechend mehr Base verwendet werden. Die Reaktion ist nach wenigen Minuten beendet 
(DC-Kontro!le). 20 

a) Wird das verseifte Produkt in einer Peptidkupplung eingesetzt, werden in der Reaktionslosung 250 mg 
(1.7 mmol) HOBt • H2O zur Neutralisation gelost und engt im Vakuum zur Trockene ein. Der so erhaltene Riick- 
stand wird als C-tenninale Komponente in einer Peptidkupplung eingesetzt (AAV 11), wobei sich eine weitere Zug- 

abe von HOBl • H2O erubrigt. 25 

b) Zur IsoUcrung der freicn Saure gibt man 1 g saurcn Kationenaustauschcr (Aldrich, Amberlysl 15, stark saucr, 
H"*'-Form, ca. 4 mmol/g) zu der Reaktionslosung und riihrt 5 min. Der Kationenaustauschcr wird abfiltriert, mil wc- 
nig Methanol gewaschen und das Filtrat im Vakuum zur Trockene eingeengt. Die freie Saure ist meist rein und die 
Ausbeute quantitativ. Sollten sich basische Gruppen (freie Amine) im Molekul befinden, ist auf die Aufarbeitung 
mit Kationenaustauschcr zu verzichten, da das Produkt von diesem festgehalten wiirde. 30 

AAV 1 1 : Durchfiihrung einer Peptidkupplung in Losung 

Pepddkupplungen sollten in moglichst unpolaren Losungsmitteln erfolgen, uin Nebenreaktionen zu unterbinden. Als 
Losungsmittel wird bevorzugt THF eingesetzt, wenn es die Loslichkeit erforderl, THF/DMF-Geinische. Ist eine der zu 35 
kuppelnden Komponenten leichter verfugbar als die anderc, kann sie in 1 ,2-L5'fachen UberschuB eingesetzt werden. 

5.0 mmol C-terminal freie Aminosaure oder Peptid, 5.0 mmol N-terminal freie Aminosaure oder Peptid und 760 mg 
(6.5 mmol) HOBt • H2O werden in 10 ml THF (oder THFIDMF) gelost. Die Losung wird im Eisbad auf 0°C abgekuhlt 
und 1.15 g (6.5 mmol) EDCl • HCl sowie 1.32 ml (12.0 mmol) NMM zugegeben, Durch weitere tropfenweise Zugabe 
von NMM wird ein pH- Wert von 7-8 eingestellt. Unter Ruhren laBt man das Reaktionsgemisch uber Nacht auf RT er- 40 
warmen. Das Losungsmittel wird im Vakuum abgezogen (Wasserbadtemperatur unter 30°C) und der verbleibene Ruck- 
stand am Olpumpenvakuum getrocknet. Bei der Aufarbeitung wird zwischen polaren und unpolaren Pepliden unterschie- 
den. 

a) Unpolare, wasserunlosliche Peptide: ' 45 
Der Ruckstand wird in einem Gemisch aus 20 ml Essigsaureethylester und 20 ml Wasser gelost. Die Essigsaure- 
cthylesterphase wird zweimal mit je 20 ml HCl (pH 3), zweimal mit je 20 ml 5%iger NaHCOa-Losung und einmal 
mit 20 ml Wasser gewaschen, iiber MgS04 getrocknet und anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum abdestil- 
liert. 

b) Polare, wasserlosliche Peptide: 50 
Der Ruckstand wird in moglichst wenig (5-10 ml) Laufmittel F gelost, und an 100 g Kieselgel (Komung je nach 
Trennproblem noraial oder fein, 5 cni/25 cm Saule) chromatographiert. Als'Laufmittel haben sich Chloroform/Me- 
thanol-Gemische mil einerri Gradienlen von 20 : 1 auf 4 : 1 bewahrt (DC-KonU"olle). Nach dern Einengen der Pro- 
duktfraktioncn wird das Peptid durch Lyophilisiercn aus Wasser/tert.-Butanol isoliert. In beiden Fallen liegcn die 
Ausbeuten der erhaltenen, meist chromatographisch cinheitlichen Produktc zwischen 70% und 95%. 55 

e 

AAV 12: Kupplung der ersten Aminosaure an das cTrt- und Tcp-Harz 

1,00^ 2-Chlortrityl-Harz wird in 15 ml abs. Dichlormethan in einem silylierten SchuttelgefaB suspendiert. Dazu gibt 
man 2 Aquivalente (bezogen auf 'die mmol Menge Chlorids des Ilarzes) Fmoc-geschiitzte Aminosaure. Nach flinf Minu- 60 
ten wird eine der Aminosaure aquivalente Menge DIPEA zugegeben. Die Kupplungszeit betragt mindestens zwei Stun- 
den. AnschlieBend gibt man 4 ml Methanol und 400 pL DIPEA zu und laBt fur weitere 15 inin reagieren. Das Harz wird 
iiber eine Fritte abgesaugt und nach folgendem Schema gewaschen: 

65 
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L6sungsmittel 


Anzahl 


Menge [ml] 


Zeit [min] 


NMP 


2 


20 


2 


DCM 


5 


20 


2 


Isopropanol 


2 


20 


2 


Methanol 


2 


20 


2 


Ether 


2 


20 


2 



Das Harz wird im Hochvakuum getrocknel und ausgewogen. Die Belegungsdichte des Harzes wird nach folgender 
Foniiel besdinint: 



n - 



IDges * niHazz 

MGxxx - MGa 



n Mol Aminosaure am Harz [mol] 

niHai7. Masse des eingesetzten Harzes [g] 

mgcs Gesarnimasse des Polymers nach Ankupplung [g] 

MGxxx MoLmasse der Fmoc- Aminosaure minus 1 (Fraoc-Xxx-0) [g/mol] 

MGq Molmasse Chlorid [35,45 g/mol] 

Bei Rink- Amid Harzen wird zuerst die Fmoc-Schutzgruppc vom Linker abgespalten und anschlieScnd die erste Fmoc- 
Aminosaure unter Standard-Peptidkupplungsbedingungen gekuppelt. 

AAV 13: Festphasensynthese linearer Peptide 

. Alle Aminosauren werden nach folgendem FlieBschema gekuppelt: 



Schritt Reagenzien 

1 NMP 

2 20 % Piperidln/DMF 

3 20 % Piperidin/DMF 

4 NMP 

5 Fmoc-AS-OH 
DIPEA/NMP 

6 NMP 
ya DCM 



Operation 

waschen 

entschOtzen 

entschOtzen 

waschen 

kuppein 



Anzahl 
1 
1 
1 
7 
1 



waschen 7 
waschen 2 



Zeit [min] 

3 

5 
15 

3 

80 

3 
3 



3 Schritt 7 ist nur dann erforderlich, wenn die Festphasensysnthese uber Nacht 
unterbrochen wird. 

Das Vol u men der Waschreagenzien betragt jeweils 20 ml bezogen auf 1 g Harz. 

Nach dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe mit 20% Piperidin in DMF und anschlieBendem mehrmaligem Waschen 
mil N-Methylpyrrolidon (NMP) wird jeweils die nachste Aminosaure angekuppelt, 

Kupplungen mit TBTUA-IOBt oder HATU/HOAt (Schritt 5) 

2.0 eq der benotigten Aminosaure (AS) werden in 10 ml NMP (Losung 1), 2.0 eq HOBt (HOAt) in 5 ml NMP (Losung 
2) und 2.0 eq TBTU (HATU) in 10 ml NMP (Losung 3) gelost. Losung 1 und 2 werden vereinigt und gefolgt von der 
TBIU (HAIU)-Losung ins SchuttelgefaB gegeben. Nach funf Minuten Rcaktionszcit wird der pH-Wert mit DIPEA 
(CoUidin) auf 8,5-9.0 eingestellt. Die Vollstandigkeit der Kupplung wird mittels Kaiser-Test uberpriift. 

Vor der Abspaltung des Peptids vom Harz wird die letzte Fmoc-Schutzgruppe, analog der Schritte 1-4 des FlieBsche- 
mas, entfemt. 
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AAV 14: Abspaltung vom Harz 
Die Abspaltung des linearen Peptids wird folgendem FlieBschema entsprechend durchgefuhn: 

Schritt Reagenzien Operation Anzahl Zeit[min] 

1 DCM waschen 8 3 

2 HOAc/TFE/DCM (1:1:8) spalten 1 60 

3 HOAcn"FE/DCM (1:1:8) spQIen 3 5 



AAV 15: Abspaltung der Seitcnkettenschutzgruppen 



10 



Die vereinigten Filtrate aus den Schritien 2 und 3 werden im Olpumpenvakuum eingeengt und durch Eintropfen in kal- 
ten Ether gefaiit. Der weiBgelbe Niederschlag wird abfiltriert, mehrmals mit Ether gewaschen und im Hochvakuum (iber 
P4O10 getrocknet. Die meisten Peptide sind nach Abspaltung vom Harz bereits so rein, daB die Fallung in Ether nicht un- 15 
bedingt noiwendig ist. Statt dessen werden die Abspaltlosungen zu einem Ol eingeengt, mehrmals mit Tbluol coevapo- 
riert und anschlieBend aus lert.-Butanol/Wasser-Gemischen lyophillisiert. 



20 



0,5 mmol Peptid werden in 15 ml eines Gemisches aus 95% TFA, 2,5% Wasser und 2.5% Ethandithiol oder 95% TE^ 
und 5% Triethylsilan gegeben und 24 h bei Raumtemperatur geriihrl. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingengl. Die 
reduzierte Losung wird zu 300 ml eisgekuhltem Diethylether getropft. Die Niederschlagsbildung wird bei -20®C ver- 
vollstandigt und der weiBe Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Diethylether gewaschen und am Olpumpenvakuum 
uber P40 10 getrocknet. 25 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung, ohnc sic zu bcschranken. 

Beispiele 1 bis 8: Synthese von Nnal-Derivaten 

Beispiel 1 30 

. H-Nnal(l)-OEtCi5HnN02 243.305 g/mol 

3.14 g (20.0 mmol) 1-Naphthylmethylainin und 3.34 g (20.0 mmol) Bromessigsaureelhylester werden nach AAV 3.2 
umgesetzt. 35 
Ausbeutc nach Flash-Chromatographie 3.66 g (15.0 mmol; 75%) als farbloses Ol (Rf = 0.31 (B); Rf = 0.65 (G)). 
^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300 K): 6 = 8.27-8.23 [m, IH, ArHJ; 7.93-7.91 [m. IH, ArH]; 7.90-7.79 [m, IH, 
ArH]; 7.58-7.44 [m, 4H, ArH]; 4.16 [s. 2H, C10H7CH2NH]; 4.12 [q, 2H, CO2CH2CH3]; 3.40 [s, 2H, H^; 2.63 [bs, IH, 
NH]; 1 .20 [t, 3H, CO2CH2CH3] 

40 

Beispiel 2 

Fmoc-Nnal( 1)-0H C28H23NO4 437,494 g/mol 

2.68 g (11.0 mmol) H-Nnal(l)-OEt werden nach AAV 10 verseift (H-(l)Nnal-OH C13H13NO2, 215.252 g/mol. 45 
Ausbeutc 1.57 g (7.3 mmol; 66%) als weiBes Pulver) und ohne weitere Reinigung nach AAV 4.2 zum Fmoc-Derivat um- 
gesetzt. 

Ausbeute 2.82 g (6.45 mmol; 88%) als weiBes Pulver. 
k': 6.31 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 Mm) 

HPLC-MS: [M+Hr = 438.0 50 
Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhalmis von 1 : 1.2. 

^H-NMR (250 MHz, [D^DMSO, 300K): 5 = 8.07-7.05 [m, 15H, Fmoc-ArH]; 4.93 [s, 2H, C10H7CH2NH]; 4.41-4.21 
[m, 3H, Fmoc-CH2. Fmoc-CH]; 3.73 [s, 2H, H*] 

Beispiel 3 55 

Boc-Nnal(l)-OH C18H21NO4 315.369 g/mol 

Die Darstellung erfolgt mit 1.66 g (7.71 mmol) H-Nnal(l)-OH und 1.86 g (8.52 mmol; 1.1 eq) B0C2O nach AAV 5. 
Ausbeute 1 .74 g (5.52 nunol; 72%) als farbloses Ol (Rf = 0. 15 Streifen (D)). 60 
Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhaltnis 1 : 1.3 (ermittelt aus den Integralen fur die Methylengruppe des 

Glycinriickgrats). 

^H-NMR (250 MHz, CDCI3, 300K): 6 8.14-7.32 [m, 7H, ArH]; 5.01 [s, 2H, C10H7CH2NH]; 3.90 und 3.76 [s, 2H. H"]; 
1.50 und 1.47 [s, 9H, OC(CH3)3] 

65 
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Beispiel 4 

Boc-Nnal(l)-N(OCH3,CH3) C20H26N2O4 358.437 g/mol 

s 1.70 g (5.4 mmol) Bcx;-Nnal(l)-OH und 0.71 g (7.3 mmol; 1.35 eq) N,ODimethylhydroxylainin-Hydrochlorid wer- 
den nach AAV 6 umgesetzt. 

Ausbeute 1 .87 g (5,22 mmol; 97%) als farbloses Ol ((Rf = 0.65 ff))). 

Die Verbindung zeigl cis/trans-Isomerie iin Verhaltnis 1:1.6 (ermittell aus den Integralen fur die Methylengruppe des 
Glycinruckgrats). 

10 ^H-NMR (250 MHz, P6]DMS0, 300K): 6 = 8.07 [m, IH. ArH]; 7.96 [m, IH, ArH]; 7.86 [m, IH, ArH]; 7.56-7.39 [m, 
4H, ArH]; 4.88 [s, 2H, C10H7CH2NH]; 3.99 und 3.91 [s, 2H, m; 3.54 [s, 3H, OCH3], 3.10 [s, 3H, NCH3], 1.40 [s, 9H, 
OC(CH3)3] 

Beispiel 5 

15 

Boc-Nnal(l)-CH3 C19H23NO3 3 13.396 g/mol 

1.87 g (5,21 nmiol) des Boc-Nnal(l)-Weinreb-Amids werdcn in 50 ml abs. THF gelost und im Eisbad auf 0°C abge- 
kiihlt. Dazu werden unter starkcm Riihren 5.2 ml (15.6 .mmol; 3 eq) einer 3M Methylmagnesiumchlorid-Losung (in 
20 THF) getropft, Nach beendeter Reaktion (DC-KontroUe) wird die Reaktionslosung vorsichtig auf 1 50 ml eines Zweipha- 
sensystems'bestehend aus gesSttigter KHS04-L6sung und Diethyiether (1:1, v:v) gegeben. Die oi^ganische Phase wird 
dreimal mit je 25 ml ges. NaHCOs- und gesattigter NaCl-Losung gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und im Vakuum 
eingeengt. 

Ausbeute 1 .54 g (4.9 1 imriol; 94%) als farbloses Ol ((Rf = 0.74 (D)). 
25 Die Verbindung zeigl cis/Urans-Isomerie im VerhalUiis 1 : 1.6, 

Beispiel 6 

H-NnaI(l)-CH3 C14H16NOCI 249.740 g/mol 

30 

4.91 mmol Boc-Nnal(l)-CH3 werden nach AAV 8 entschiitzt. 
Ausbeute 99%; Rf = 0.43 (D). 

^H-NMR (250 MHz, [DaJDMSO, 300K): 6 = 8.28 [dd, IH, ArH]; 8.02-7,99 [m, 2H. ArH]; 7.80 [dd, IH, ArH]; 
7.69-7.53 [m, 3H, ArH]; 4.58 [s, 2H, C10H7CH2NH]; 4.21 [s, 2H, H^, 2.22 [s, 3H, COCH3] 

35 

Beispiel 7 

2-Nbs-Nnal(2)-OMe C20H18N2O6S 414,433 g/moI 

40 0.79 g (5.0 mmol) 2-Naphthylmethanol, 1 .5 1 g (5 .5 mmol; 1 . 1 eq) 2-Nitrobenzolsulfonylglycinmethylesier und 1 .97 g 
(7,5 mmol; 1.5 eq) Triphenylphosphin werden in 75 ml Uockenem THF gelost und im Eisbad auf 0°C abgekuhlt. Dazu 
werden 1.2 ml (7.5 mmol; 1.5 eq) DEAD langsam zugetropft. Man laBt die Reaktionslosung uber Nacht riihren und auf 
RT kommen. AnschlieBend engt man die Reaktionssuspension zu einem orangem Ol ein, ninrunt den Ruckstand in Essig- 
saureethylester auf (5 ml/rmnol) und wascht zweimal mit 5%iger NaHCOs- und gesattigter NaCl-Losung und trocknel 

45 iiber NaS04. 

Ausbeute nach Flash-Chromatographie 2.02 g (4.87 mmol; 98%) als farbloses Ol (Rf = 0.48 (B), Rf = 0.77 (D)). 
^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO, 300K): 6 = 8.17 [dd, IH, ArH, 1.49 H2, 7.77 H2]; 7.98 [dd, IH, ArH, 1.48 H2, 7.79 H2]; 
7.93-7.78 [m, 5H, ArH]; 7.74 [s. IH, ArH]; 7.54-7.38 [m, 2H, ArH]; 7.35 [dd, IH, ArH]; 4.74 [s, 2H, CioHyCHjNH]; 
4.10 [s, 2H, m; 3.47 [s. 3H, CCX)CH3] 

50 

Beispiel 8 

2-Nbs-Nnal(2)-OH C19H16N2O6S 400.406 g/raol 

55 326.8 mg (0.789 mmol) 2-Nbs-Nnal(2)-OCH3 werden mit 2.5 ml (3.2 eq) IN LiOH-Losung nach AAV 10 verseift. 
Ausbeute 0.29 g (0.724 mmol; 92%) als farbloses Ol (Rf = 0.04. (B), Rf = 0.18-0.1 1 als Streifen (D)). 

Beispiele 9 bis 11: Synthese von N(pC'l)phe-Derivaten 

60 Beispiel 9 

H-N(pCl)phe-OEt C11H14NCIO2 227.690 g/mol 

Die Darstellung erfolgt mit 2,83 g (20.0 mmol) 4-Chlorbcnzylamin und 3.34 g (20.0 mmol) Bromessigsaureethylester 
65 nach AAV 3.2. 

Ausbeute nach Flash-Chromatographie 3.06 g (13.4 mmol; 67%) als farbloses Ol (Rf = 0.66 (D)). 

^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO. 300K): 5 = 7.38-7.30 [ms, 4H, ArH]; 4.85 [q. 2H, C0(X:H2CH3]; 3.69 [s, 2H, 

NHCH2C6H4CI]; 3.28 [s. 2H, H*]; 2.64 [bs, IH, NH]; 1.18 [i, 2H, COOCH2CH3] 
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Beispiel 10 

H-N(pCl)phe-OH C9H10NCIO2 199.637 g/mol 

3.06 g (13.4 mmol) H-N(pCl)phe-OEi werden nach AAV 10 verseift. 5 
Ausbeute 2.63 g ( 1 3 . 1 7 mmol; 98%) als weiBes Pulver (Rf = 0.0 (D)). 
Die Verbindung zeigl cis/trans-Isoiiierie im Verhallnis 1 : 1.2. 

^H-NMR (250 MHz, PelDMSO, 300K): 6 = 8.07-7.05 [m, 15H. ArH]; 4.93 [s, 2H, C10H7CH2NH]; 4,41-4.21 [m, 3H. 
Fmoc-CHz, Fmoc-CHJ; 3.73 [s, 2H, H^] 

10 

Beispiel 11 

Fmoc-N(p(:i)phe-OH C24H20NCIO4 42 1 .880 g/mol 

2.00 g (10.0 mmol) H-N(pCl)phe-OH werden ohne Reinigung nach AAV 4.1 zum Fmoc-Derivat umgeselzt. 15 
Ausbeule 3.21 g (7.61 mmol; 76%) als weiBes Pulver (Rf=: 0.19-0.07 als Sireifen (D)). 
k': 6.21 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 ^m) 
HPLC-MS: [M+H]^ = 422.0 

^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO. 300K): 8 = 7.90-6.97 [m, 12H, Fmoc-ArH]; 4.50-4.44 [m, 2H, Fmoc-CHj, Fmoc- 
CH]; 4.38 [s, IH, Fmoc-CHi]; 4.24 [bs, 2 H, NHCH2CSH4CI]: 3.84 [s. 2H, H*] 20 

Beispiele 12 bis 18: Synthese von Npal(3)-Derivaten 

Beispiel 12 

25 

H-Npal(3)-0Et C10H14N2O2 194.233 g/mol 

Die Darstellung erfolgt mit 2.16 g (20.0 mmol) 3-Picolylamin und 3.34 g (20.0 mmol) Bromessigsaureethylester nach 
AAV 3.2. 

Ausbeute nach Flash-Chromatographie 3.06 g (13.4 mmol; 67%) als farb loses Ol (Rf = 0.66 (D)). 30 
^H-NMR (250 MHz, P61DMS0, 300K): 5 = 8.49 [dd, IH, 0.7 Hz/1.5 H2, 2-H]; 8.44 [dd, IH, 1.7 Hz/4.8 H2, 6-Hl 7.72 
[ddd, IH, nbA.7 Hz/7.8 H2, 5-H]; 7.33 [ddd, IH, 0.8 H2/4.8 Hz/7.8 Hz, 4-H]; 4.09 [q, 2H, COzQizCHsJ; 3.73 [s, 2H, 
NCH2C5H4N]; 3.32 [s, 2H, HI; 2.56 [bs, IH, NH]; 1.19 [t, 3H, CO2CH2CH3] 

Beispiel 13 35 

Boc-(3)Npal-OEt C15H22N2O4 294,350 g/mol 

1.14 g (5.87 mmol) H-Npal(3)-0Et werden ohne vorherige Reinigung nach der modifizierten AAV 5 mit 1.41 g (6.46 
mmol; 1.1 eq) B0C2O und einem Aquivalent (^oUidin als Base umgesetzt. 40 
Ausbeute 1 .33 g (4.52 mmol; 77%) als farbloses Ol (Rf = 0.47 (D)). 

Die Verbindung zeigl cis/trans-Isomerie im Verhallnis 1:1.1 (ermillell aus den Integraleh fUr die Meihylengruppe des 
Glycinriickgrats). 

^H'NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 5 = 8.49 [d, IH, 2-H]; 8.45 [d, IH, 6-H]; 7.73-7.68 [m, IH, 4-H]; 7.36-7.31 
[ra, IH, 5-H]; 4.43 [s, 2H, NCH2C5H4N]; 4.06 [q, 2H, COOCH2CH3]; 3.93 und 3.84 [s, 2H. H^; 1.36 und 1.33 [s. 9H. 45 
OC(CH3)3]; 1.17 [1, 3H, C(X)CH2CH3] 

Beispiel 14 

Boc-Npal(3)-OH C13H1 gN204 266.297 g/mo) 50 

1 .33 g (4.52 mmol) Boc-Npal(3)-OEt werden nach AAV 10 verseift. 
Ausbeute 0.76 g (2.85 mmol; 63%) als weiBes Pulver (Rf = 0.13 (D)). 

Beispiel 15 55 

H-Npal(3)-0H C8H10N2O2 166.180 g/raoi 

1.78 g (8.70 mmol) H-Npal(3)-0Et werden nach AAV 10 verseift. 
Ausbeute 1.45 g (8.7 mmol; 99%) als weiBes Pulver (Rf = 0,15 (G)). 60 
^H-NMR (250MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 8.52 [d, IH, 1.6 H2, 2-H]; 8.45 [dd, IH, 1.6 Hz/4.8 H2, 6-H] 7.77 [dd, IH, 
nb/7.8 H2. 5-H]; 7.34 [dd, IH. 4.8 Hz/7.8 H2, 4-H]; 4.83 [bs, 2H, NH2+]; 3.76.[s, 2H. NCH2CSH4N]; 2.95 [s, 2H, HT 

Beispiel 16 

65 

H-Npal(3)-0tBu C12H18N2O2 222.287 g/mol 
Darstellung erfolgt mil 3,24 g (30.0 mmol) 3-Picolylamin und 5.85 g (30.0 mmol) Bromessigsaure-tert.-butylester. 
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Rohausbeuie 6.07 g (27.3 mraol; 91%) als gelbes Ol (Rf = 0.43 (D)). 
HPLC-MS: [M+Hr = 223.0 

^H-NMR (250 MHz, fDaJDMSO, 300K): 6 = 8,50 [d, IH, 1.7 H2, 2-Hl; 8.42 [dd, IH, 1.7 Hz/nb H2, 6-U] 7.72 [m, IH, 4- 
H]; 7.33 [m, IH. 5-Hl; 3.72 [s. 2H, NCH2(:5H4N]; 3.19 [s, 2H, H^]; 2.37 fbs, IH. NH]; 1.41 [s. 9H, C02tBu] 

5 

Beispiel 17 

Fmoc-(3)Npal-0!Bu C27H28N2O4 444.530 g/mol 

10 1,33 g (5.98 mmol) H-(3)Npal-0tBu werden nach der modifizierten Vorschrift AAV 4.1 mit 1.70 g (6.58 mmol; 1,1 

eq) Fmoc-Cl in Dioxan und einem Aquivalenl Collidin unter Eiskiihlung umgesetzt. 

Ausbeute nach Flash-Chromatographie und zwei Stufen 2.04 g (4.59 mmol; 77%) als farbloses Ol. 

k': 5.59 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 ^im) 

HPLC-MS: [M+Xr = 445.2.. 
15 Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhalinis 1:1, 

^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO, 300K): 8 = 8.48-8.42 und 8.31 [m und s, 2H, 2-H und 6-H]; 7.87 [i, 2H, Fmoc-ArH]; 

7.64-7.20 [m. 8H, 4-H. 5-H und Fmoc-ArH, gegenseitig uberlagert]; 4,53-4.19 [m, 3H. Fmoc-CH2 und Fmoc-CH, Uret- 
. ban]; 4.22 [s, 2H, NCH2C5H4N]; 3.85 [zwci s, 2H, H*]; 1.32 [s, 9H, COztBu] 

20 Beispie! 18 

Fmoc-Npal(3)-OH C23H20N2O4 388.423 g/mol 

2.04 g (4.59 imiiol) Fmoc-Npal(3)-OtBu werden mitTFA und m-Kresol als Scavenger enischutzt. Der Scavenger muB 
25 anschlieBend durch Flash-Chroinalographie abgeu-ennl werden. 

Ausbeute 1 .72 g (4.42 mmol; 96%) als weiBes Pulver (Rf = 0.04 als Streifen (D); 0.58 (G)). 
k': 2.84 (H2O/ACN 30 80% in 30 rain. Nucleosil 5 pm) 
HPIX-MS: [M+H]^ = 389.3 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhaltnis 1:1.1 (ermittelt aus den Integralen fUr die Methylengruppe des 

30 Glycinruckgrats). 

^H-NMR (250 MHz, (D6]DMS0, 300K): 5 = 8.46 und 8.30 [bs, 2H, 2-H und 6-H]; 7.86 [i, 2H. Fmoc-ArH]; 7.67-7.23 
[m, 8H, 4-H, 5-H und Fmoc-ArH]; 4,49-4:23 [m, 5H, NCH2C5H4 N und Fmoc-CH2. Fmoc-CH Urethan]; 3.32 [zwei s, 

2H. m 

35 Beispiele 19 bis 24 

Synthese von Npal(2)- und Npal(4)-Derivaten 

Die isomeren Verbindungen Fmoc-Npal(2)-OH und Fmoc-Npal(4)-OH werden analog Beispiel 18 daigestellt. Tabelle 
40 1 enthalt die analytischen Daten dieser Derivate. 

TabeUe 1 

Analylische Daien der Npal(2)- und Npal(4)-Derivate 



45 



Beispiel 


Verbindung 


It' 


Ausbeute 


HPLC-MS 


19 


H-Npal(2)-0tBu 


0.16' 


32% 


223.0 


20 


Fmoc-Npal(2)-OtBu 


1.65" 


92% 


445.2 


21 


Fmoc-Npal(2).OH 


0.40" 


96% 


389.3 


22 


H-Npal(4)-0tBu 


0.14' 


28% 


223.0 


23 


Fmoc-Npal(4)-OtBu 


5.64' 


93% 


445.1 


24 


Fmoc-Npal(4)-OH 


2.14" 


98% 


389.3 



" HjO/ACN 30 80% in 30 min; Nucleosil 5 \im 



" H2O/ACN 50 ^ 80 % in 30 min; Nucleosil 5 \im 

65 
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Beispiel 19 

H-(Npal(2)-0tBu CaHigNjOj 222.287 g/mol 

^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 8.48 [di, IH, 0.8 Hz/4.8 H2. 6-Hl; 7.74 [td, IH, 1.8 Hz/7.7 H2, 5-H] 7.40 5 
[dd, IH, nb/7,7 H2, H-3]; 7.26-7.21 [m, IH, 4-H]; 3.79 [s, 2H, NCH2C5H4N]; 3.25 [s, 2H, ir]; 2.54 [bs, IH, NH]; 1.41 
[s, 9H, C02tBu] 

Beispiel 20 

10 

Fnioc-Npal(2)-OtBu C27H28N2O4 444,530 g/mol 

Die Verbindung zeigt cis/trans- Isomeric im Verhaltnis 1 : l.L 
^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 6 = 8.50-8.48 [qd, IH, 0,9 H2/L8 Hz/4.8 H2, 6-H]; 7.91-7.63 [m, 4H, Fmoc- 
ArH und Aril, gegenseitig uberlagert]; 7.48-6.92 [m, 7H, Fmoc-ArH und Aril, gegenseitig uberlagen]; 4.50-4.38 [ra, 15 
4H, NCH2C5H4N und Finoc-CH2, Urelhan]; 4.26-4,20 [in. IH, Fmoc-CH. Urethan]; 3.97 und 3.90 [zwei s, 2H. H*]; 1.37 
und 1.36 [zwei s. 9H. CO2LBU] 

Beispiel 21 

20 

Fmoc-Npal(2)-OH C23H20N2O4 388.423 g/mol 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhaltnis 1:1.1 (ermittelt aus den Integralen fiir die Melhylengruppen 
des Glycinriickgrals und der Seitenkette). 

^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 6 = 8.66-8.56 (dd, IH, 6-H]; 8.13-7.79 [m, 3H, ArH und Fmoc-ArH]; 25 
7.65-7,18 [m, 8H, ArH und Fmoc- ArH]; 4.67 und 4.50 [zwei s, 2H, NCH2C5H4N]; 4.42-4.16 [m, 3H, Fmoc-CH2, 
Fmoc-CH, Urethan]; 4.08 und 4.03 [zwei s, 2H. H*] 

Beispiel 22 

30 

H-Npal(4)-0tBu C12H18N2O2 222.287 g/mol 

^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 8.47 [d, 2H, 1.6 H2 2,6-H]; 7.31 [d, 2H, 1.6 Hz, 3,5-11]; 3.72 [s, 2H, 
NCH2C5H4N]; 3.19 [s, 2H, m; 2.56 [bs, IH, NH]; 1.40 [s, 9H. CO2IBU] 

35 

Beispiel .23 

Fmoc-Npal(4)-0tBu C27H28N2O4 444.530 g/mol 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhaltnis 1:1.1 (ermittelt aus den Integralen der Fmoc- Aromaten-Proto- 40 

nen und der Methylenproionen des Glycinruckgrats). 

U-I-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 8.49 und 8.41 [zwei d, 2H, 2,6-H]; 7.90 und 7.83 [zwei d, 2H, Fmoc-ArH]; 
7,65 [d, IH, Fmoc-ArH]; 7.47-7.20 [m, 5H, Fmoc-ArH]; 7.15 und 6.98 [zwei d, 2H, 3,5-H]; 4,48-4.44 [m, 3H, 
NCH2C5H4 N und Fmoc-CH2, Urethan]; 4.26-4.22 [m, 2H, Fmoc-CHz und Fmoc-CH, Urethan]; 3.90 und 3.79 [zwei s, 
2H, H^; 1.35 und 1 .34 [zwei s, 9H, C02tBu] 45 

Beispiel 25 

Z-(2-tert.-butoxy)ethylamin C14H21NO3 251.325 g/mol 

50 

0,98 g (5.02 mmol) Z-Ethanolamin werden in 10 ml eines Losungsmittelgemisches aus Cyclohexan/DCM (1:1) un- 
ter Argon-Almosphare gelost (bei groBeren Ansatzmengen muB mehr DCM genoinmen werden). Bei RT werden unler 
Ruhren 1.21 g (5.52 mmol; 1.1 eq) tert.-Bulyltrichloracetimidat zugegeben und die Reaklion durch langsame Zugabe ka- 
talytischer Mengen BF3 • Etherat (maximal 100 pL) aktiviert. Nach 2-3 h werden 0,42 g (5 mmol) NaHCOs zugegeben 
um die Reaktion zu quenchen. Entstandenes Trichloracctamid und anorganische Salze werden abfiltriert, das Fillrat zu 55 
einem farblosen Ol eingeengt und das Rohprodukt durch Rash-Chromatographie gereinigt. 
Ausbeute 1 .06 g (4.22 mmol; 84%) als farbloses Ol (Rf = 0.55 (B); 0.68 (D)). 

^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO, 300K): 5 = 7.38-7.30 [m, 5H, ArH]; 7.18 [t, IH, NHl; 5.01 [s, 2H, (:H2Ar, Urethan]; 
3.30 ft, 2H, NHCH2CH20tBu]; 3.07 [q, 2H, NHCH2CH20tBu]; 1.11 [s, 9H, OC(CH3)3] 

60 

Beispiele 26 bis 28: Synthese von Nhser Derivaten 
Beispiel 26 

Fmoc-Nhser(tBu)-OH C23H27NO5 397.470 g/mol 65 

Die Z-Schutzgruppe von 1 .06 g (4.22 mmol) Z-NH-CH2CH2-OtBu wird bei einem pH-Wert von 3.5-4.0 im Autokla- 
ven hydrogenolytisch abgespalten (Rf = 0.11 als Streifen (D)). AnschlieBend wird das Produkt mit 0.39 g (4.26 mmol; 
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1.01 eq) Glyoxylsaure-Monohydrat nach AAV 3.1 reduktiv aminiert. H-Nhser(tBu)-OH (CgHnNOs 175.228 g/mol) 
wird ohne Reinigung weiter umgesetyX 

^H-NMR (250 MHz, MDMSO, 300K): 5 = 3.52 [t, 2H, NHCHiCHzOtBu]; 3.18 [s. 2H, m; 2.95 [t, 2H. 
NHCH2CH20tBu]; 1.15 [s, 9H, OC(CH3)3] H-Nhser(tBu)-OH wird mit 1 . 10 g (4.26 mmol) Fmoc-C 1 nach AAV 4. 1 um- 
S gesetzt. 

Ausbeute 1.17 g (2.94 minol; 70% nach zwei Stufen) als fester, weiBer Schaum (Rf = 0.25-0. 1 1 als Streifen (D)). 
Die Verbindung zeigi cis/urans-Isomerie im Verhalinis 1:1.2. 

^H-NMR (250 MHz, [DaJDMSO, 300K): 6 = 7.88 [d, 2H, Fmoc-ArH]; 7.73-7.60 [dd, 2H, Frnoc-ArH]; 7.45-7.28 [m, 
4H, Fmoc-ArHJ; 4.42 Id, IH, Fmoc-CHzJ; 4.31-4.13 Im, 3H, Fmoc-CHz und Fmoc-CH, Urcthan]; 4.01 und 3.89 [s, 2H. 
10 H*]; 3.52-3.49 [t, 2H, NCH2CH20tBu]; 3.37-3.22 [m. 2H, NCH2CH20tBu]; 1.11 und 1.03 [s, 9H, OC(CH3)3] 

Beispiel 27 

Fmoc-Nhser-OH C19H19NO5 341.363 g/mol 

15 

1.22 g (20.0 mmol) Elhanolamin werden mil 1.93 g Glyoxylsaure-Monohydrat nach AAV 3 reduktiv aminiert. 0.70 g 
(ca. 5.88 mmol) Rohprodukt H-Nhser-OH (C4H9NO3; 119.120 g/moI) werden nach AAV 4 mil 1.53 g (5.90 mmol; 1 eq) 
Fmoc-Cl umgcsctzt. 

Ausbeute 0.91 g (2.67 mmol; 45% nach. zwei Stufen) als weiBer Schaum. 
20 k': 0.77 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 fim) 
HPLC-MS: [M+H]'' = 341 .9 

^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 5 = 7.89 [d. 2H, 7.51 H2, Frnoc-ArH]; 7.64 [dd, 2H, 7.31 H2, 7.52 H2, Fmoc- 
ArH]; 7.44-7.28 [m, 4H, Frnoc-ArH]; 4.66 [bs, IH, OH]; 4.40-4.21 [m, 3H, Fmoc-CHj und Fmoc-CH. Urcthari]; 4.04 
und 3.95 [s, 2H, E^]; 3.5 1 [l, 2H, NCH2CH2OH]; 3.37-3.22 [m, 2H, NCH2CH2OH] 

25 

Beispiel 28 

Fmoc-Nhser(TBDMS)-OH CzsHjgNOsSi 455.626 g/mol 

30 0.91 g (2.67 mmol) Fmoc-Nhser-OH und 0.75 g (10.95 mmol; 4.1 eq) Imidazol werden in 7 ml DCM gelost. Dazu 
wird bei 0°C eine Losung TBDMS-Cl in 4 ml DCM langsam zugetropft. Nach 12 h Ruhren bei Raumtemperatur wird die 
Reaktionslosung mit MgS04 versetzt und mit Hexan verdunnt. Die Suspension wird geriihrt, bis die uberstehende Lo- 
sung klar ist, und anschlieBend filtriert. Der Ruckstand wird im Vakuum eingeengt und durch Flash-Chromatographie mit 
CHCl3/MeOH-Gemischen als Eluenten gereinigt. 

35 Ausbeute nach Reinigung 1.00 g (2.19 ininol; 82%) als weifier Schaum. 
k': 8.27 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 ^m) 
HPLC-MS: IM+H]'' = 456.0 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Tsomerie in einem nicht bestimmbaren Verhaltnis. 
^H-NMR (250 MHz, [D6]DMSO, 300K): 6 = 7.88 (d, 2H, Frnoc-ArH]; 7.65 [dd, 2H, Fmoc-ArFT]; 7.44-7.27 [m, 4H, 

40 Fmoc-ArHl; 4.39-4.16 [m, 3H, Fmoc-CHIz und Fmoc-CH, Urethan]; 3.93 und 3.79 [zwei s, 2H, W]\ 3.67 [l, IH, 
NCH2CH20Sil; 3.38 und 3.33 fdt, 2H, NCH2CH20Si]; 3.13 [t, IH, NCH2CH20Sil; 0.85, 0.84 und 0.82 (s, 9H, 
SiC(CH3)3]; 0.02, -0.43 und -0,58 [s, 6H, Si(CH3)2] 

Beispiel 29 

45 

Z-[2-(4-terL-butoxyphenyl)]ethylamin C20H25NO3 327.423 g/mol ■ 

Die Reaktion erfolgt analog der Darstellung von Z-(2-tert.-butoxy)ethylamin. Eingesetzt werden 1 .44 g (5.31 mmol) 
Z-iyramin und 1.28 g (5.84 mmol; 1.1 eq) tert.-Butyltrichloracetimidat. Nach Rash-Chromatographie erhail man 1.06 g 
50 (3.25 mmol; 61%) als farbloses Ol (Rf = 0.62 (B)). 

^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 7.34-7.30 [m, 6H, ArH, Z-Schutzgruppe, NH]; 7.19 [d, 2H, ArH], 6.85 [d. 
2H, ArH], 4.99 [s. 2H, CHjAr, Urethan]; 3.18 [q, 2H, NHCH2CH20tBu]; 2.65 [t, 2H, NHCH2CH20tBu]; 1.25 [s, 9H, 
0C(CH3)3] 

55 Synthese cines Nhtyr-Derivats 

Beispiel 30 

Fmoc-Nhtyr(tBu)-OH C29H3tN05 473.568 g/mol 
60 ' . 

Die Z-Schutzgruppe von 0.73 g (2.23 mmol) Z-[2-(4-tert.-butoxyphenyl)]ethylamin wird bei einem pH-Wert von 3.5- 
4.0 im Autoklaven hydrogenolytisch abgespalten (Rf = 0.08 als Streifen (D)). AnschlieBend wird das Produkt mit 0.21 g 
(2.25 mmol; 1.01 eq) Glyoxylsaure-Monohydrat nach AAV 3.1 reduktiv aminiert. Das nicht gereinigte H-Nhtyr(lBu)- 
OH wird mit 0.58 g (2.25 mmol) Fmoc-Cl nach AAV 4.1 umgesetzt. 
65 Ausbeute 0.66 g (1 .39 mmol; 63% nach zwei Stufen) als fester, weiBer Schaum (Rf = (D)). 
Die Verbindung zeigt cis/trans-Tsomerie im Verhaltnis 1 : 1.2. 
^H-NMR (250 MHz, [DelDMSO, 300K): 6 = 7.88 [d, 2H, ArH]; 7.64 (t, 2H, Fraoc-ArH]; 7.40 [t, 2H, Frnoc-ArH]; 7.32 
[t, 2H. Fmoc-ArH]; 7.08 [d, 2H. Frnoc-ArH]; 6.84 fd, 2H. ArH]; 4.45 fd. IH, Fmoc-CH2]; 4.29-4.18 [m, 2H, Fmoc-CHz 
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unci Fmoc-CH]; 3.71 unci 3.56 [s, 2H, m; 3.48-3.39 und 3.13-3.07 [m, 2H, NCHjCHiAr]; 2.76-2.68 unci 2.39-2,32 [m, 
2H, NCHzCHzAr]; 1 .24 und 1 .22 [s, 9H, OC(CH3)3] 

Synthese eines Nleu-Derivats 

5 

Beispiel31 

Finoc-Nleu-OH C21H23NO4 353.417 g/raol 

0.79 g (10.8 mmol) Isobutylamin werden zusammen init 1.00 g (10.86 mmol) Glyoxylsaurc-Monohydrat nach AAV 10 
3.1 reduktiv aminiert. Die entstandene Verbindung H-Nleu-OH (C6H13NO2, 131.175 g/mol) wird ohne weiiere Reini- 
gung mil 2.8 g (10.8 mmol) Fmoc-Cl nach AAV 4.1 umgesetzt. 

Ausbeute 2.40 g (6.79 mmol; 63% nach zwei Stufen) als gelbliches Ol (Rf = 0.16 als Streifen (D)). 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie im Verhaltnis 1 : 1.2, 
^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 6 = 7.89 [d, 2H, Fmoc-ArH]; 7.64 [t, 2H, Fmoc-ArH]; 7.44-7.29 [m, 4H, 15 
Fmoc-ArH]; 4.50 [d, IH, Fmoc-CHzJ; 4.25 [d, IH, Fmoc-CHz]; 4.27-4.23 [m, IH, Fmoc-CH]; 3.93 und 3.76 [zwei s, 
2H, H*]; 3.05 und 2.68 [zwei d, 2H, H^]; 1.84 und 1.42 [zwei m, IH, H^]; 0.82 und 0.52 [zwei d, 6H, H^] 

Bcispiel 32 

20 

Boc-p-Ala-N(OCH3,CH3) C10H20N2O4 232:280 g/mol 

Die Darstellung erfolgt nach AAV 6 mit 3.78 g (20.0 mmol) Boc-P-Ala-OH. Ausbeute 4,4 g (18.9 mmol; 95%) als 

farbloses Ol (Rf=0.62 (D)). 

k': 2.50 (H2O/ACN 30 -> 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 25 
^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO. 300K): 5 = 6.72 [t, IH, NH-Boc]; 3.64 [s, 3H. CO-NOCH3]; 3,13 [q, 2H, 
NHCH2CH2]; 3.07 [s, 3H, CX>-NCH3]; 2.51 [t, 3H. NHCH2CH2]; 1.37 [s, 9H, OC(CH3)3). 

Beispiele 33 bis 36 

30 

Darstellung von Nom-Derivaten 
Beispiel 33 

H-Nom(Boc)-OMe C11H22N2O4 246.306 g/mol 35 

4.24 g (18.25 mmol) des Boc-b-Ala-Weinreb-Amids werden in 20 ml abs. Diethylether gelost. Zu der auf -5°C abgc- 
kiihlten Reaktionslosung werden langsam 21,9 mmol (1.2 eq) einer IM LiALH4-Losung in TliF getropft. Nach 15 min ist 
die Reaktion beendet (DC-KontroIle). Durch Zugabe von 5%iger KHS04-I-X)sung wird sie gequencht. Das dabei entste- 
hende AI2O3 wird abzentrifugiert und die waBrige Phase zweimal mit Essigsaureethylester extrahiert Die vereinigten or- 40 
ganischen Phasen werden jeweils zweimal mit ges. NaHC03- und ges. NaCl-Losung gewaschen und uber Na2S04 ge- 
trocknet. Der resultierende Boc geschiitzte Aldehyd (Rf = 0.48 (D)) wird ohne weitere Reinigung und Charakterisierung 
mit 2.29 g (18.25 mmol) Glycinmethylesler-Hydrochlorid in Methanol nach AAV 3.1 umgesetzt. Der pH-Wert wird 
durch Zugabe von 2.99 g (36.5 mmol; 2 eq) NaOAc eingeslellt. Die reduktive Aiiiinierung erfolgt uber Nachl bei gerin- 
gem WasserstofFQberdruck (Ballon). Der Palladium-Katalysator wird abfilunert, das Losungsmittel eingeengt und das Ol 45 
in DCM aufgenommen. Die organischc Phase wird dreimal mit Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und 
uber Na2S04 getrocknct. Nach Abdestillieren des Losungsmittels urid 'lYocknen im Olpumpenvakuum erhalt man eincn 
feslen, weiBen Schaum. 

Ausbeute uber zwei Stufen 3.68 g (14.94 mmol; 82%) Rf = 0.41 (D). 

^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 5 = 6.74 [t, IH, NH-Boc]; 3.62 [s, 3H, COOCH3]; 3.30 [s, 2H, H»]; 2.94 [q, 2H, so 
H**]; 2.48 [Uberlagert mit dem [DeJDMSO-Signal. 2H. H*']; 1.93 [s, IH, NH]; 1.48 [t, 2H. H*]; 1.38 [s, 9H, OC(CH3)3] 

Beispiel 34 

H-Norn(Boc)-OEt C12H24N2O4 260.333 g/mol 55 

Die Darstellung erfolgt mit 1 .74 g l,3-(N-tert.-Buloxycarbonyl)-diaminopropan und 1 .67 g Bromessigsaureethylester 

nach AAV 3.2, 

Ausbeute nach Flash-('hromatographie 1.22 g (4.69 mmol; 47%) als farbloses Ol (Rf = 0.40 (D)). 

^H-NMR (250 MHz, [DdDMSO, 300K): 6 = 6.74 [t, IH, NH-Boc]; 4.08 [q. 2H, CO2CH2CH3]; 3.3 1 [s. 2H, m\ 2.93 [q, 60 
211, ir^l; 2.49 [t, 2H. I-l'']; 1.91 [bs, IH, NH sekundar]; 1.47 [quintetl, 2H. H8]; 1.37 [s, 9H, OC(CH3)3]; 1.19 [t, 3H, 
CO2CH2CH3] 

Beispiel 35 

65 

Z-Nom(Boc)-OMeCi9H28N206 380.441 g/mol 
2.46 g (10.0 mmol) H-Nom(Boc)-OMe werden zusammen mit einem Aquivalent TEA in 40 ml Toluol gelost. An- 
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schlieBend laBt man bei Raumtemperatur langsam 3,64 ml einer 50%igen Benzyloxycarbonylchlorid (Z-Cl) Losung in 
Toluol zutropfen und fur 4 h riihren. Nach dem Einengen des T^sungsmittels wird der olige Ruckstand in Essigsaure- 
ethy tester aufgenommen, jeweils zweimal mit 5%iger KHSO4- und gesatligter NaCl-Losung extrahiert und iiber Na2S04 
getrocknet. Das Rohprodukt (Rohausbeute 3.43 g; 9.02 mmol; 90%) wird durch Rash-Chromatographie gereinigt. 

5 Ausbeute 2,56 g (6.73 mmol; 67%) als farbloses Ol (Rf = 0.37 (B); 0,72 P)). 
k': 1.50 (H2O/ACN 50 100% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
FAB-MS: [M+H]^ = 381 (19%), [(M-Boc)-i-H]^ = 281 (100%) 
Die Verbindung zeigt cis/lrans Isomerie im Verhaltnis 1:1.1. 
• ^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 8 = 7.36-7.26 [m, 5H, ArH]; 6.77 [t, IH, NH-BocJ; 5.09 und 5.04 U, 2H, 

10 PhCH2 Urethan]; 4.05 und 4.02 [zwei s, 2H, Hi; 3.64 und 3.60 [zwei s, 3H, COCXJHg]; 3.30-3.23 [m, 2H. H**]; 2.93-2.91 
[m, 2H°, H^]; 1.64-1,56 [m, 2H, H^]; 1.37 und 1.35 [zwei s, 9H, OC(CH3)3] 

Beispiel 36 

15 Z-Nom-OMe. HQ Ci4H2iN2a04 316.785 g/mol 

2,56 g (6.73 mmol) Z-Nom(Boc)-OMe werden nach AAV 8 Seitenketten-entschutzt. 
Ausbeute 2,08 g (6.56 mmol; 98%) als farbloser Schaum (Rf = 0.09 (D); 0.55 (G)). 

Die Verbindung zeigt cis/trans Isomerie im Verhaltnis 1 : 1,5. 
20 ^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 8,05 [bs, 3H, NHs^); 7.38-7.26 [m, 5H, ArH]; 5.10 und 5.05 [zwei s, 2H, 
PhCHz Urethan]; 4,10 und 4.05 [zwei s, 2H, m]; 3,65 und 3.61 [zwei s. 3H, COOCH3); 3.37-3.33 [m, 2H, Hb uberlagert 
mit dem Wasser- Signal]; 2.78^2.76 [m, 2H, H^]; 1 .83-1 .77 [m, 2H, W] 

Beispiele 37 und 40 

25 • 

Synthese von Ncit Derivaten 
Beispiel 37 

30 Z-Ncit-OMe CisHiiNsOs 323.349 g/mol 

0,795 g (2.46 rmnol) Z-Nom(HCl)-OMe werden zusammen mit 1 eq TEA in 5 ml abs. TOP gelost. Dazu U-opfl man 
langsam 360 pi (2.71 mihol; 1.1 eq) Trimethylsilylisocyanat (in 2.5 ml abs. TIIF gelost) und laBt fur 2 h bei Raumtem- 
peratur riihren. AnschlieBend wird 1 ml Wasser zugegeben und fiir weitere 2 h riihren gelassen. Das Losungsmittel wird 

35 abdestillierl. Das resultierende Ol wird in Essigsaureethylesier aufgenommen, zweimal mil 5%iger NaHCQ3-Losung 
und gesatligter NaCl-Losung gewaschen und uber Na2S04 getrocknet. Das nach Einengen des Losungsmittel erhaltene 
Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie mit CHCb/MeOH-Gemischen als Eluenl gereinigt. 
Ausbeute 0.62 g (1 .92 mmol; 78%); Rf = 0.26 (D). 
k': 2.03 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 

40 HPLC-MS: [M+H]-' = 324.2 . • 

Die Verbindung zeigt cis/trans Isomerie im Verhaltnis 1 : 1.2. 
^H-NMR (250 MHz, [D^DMSO, 300K): 6 = 7.38-7.26 [m, 5H, ArH]; 5,92 [bs, 3H, NH und NH2); 5.10 und 5,05 [zwei 
s, 2H, Z-CH2, Urethan]; 4,06 und 4.03 [zwei s, 2H, H^; 3.65 und 3.60 [zwei s, 2H, COOCH3]; 3.27 [m, 2H, Hf, 2.95 [t, 
2H, H**]; 1 .57 [sexlett, 2H, m 

45 

Beispiel 38 

3-Boc- 1 ,3-Diaminopropan C8H18N2O2 1 74,243 g/mol 

50 3.84 g (15.0 mmol) 3-Aminopropionitril-Fumarat werden nach AAV 5 mit 6.61 g (30.3 nrniol; 1.1 eq) B0C2O umge- 
setzt. 

Ausbeute 4.88 g (28,7 nunol; 96%) als weiBer Feststoff (Rf = 0.61 (D)). 
^H-NMR Daten von 3-Boc-3-Aminopropionitril 

^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 5 = 7.14 [t, IH,. NH]; 3.16 [q, 2H, NHCH2CH2CN]; 2.59 [t, 2H, 

55 NHCH2CH2CN]; 1 .39 [s, 9H, OC(CH3)3] 

4.88 g (28.7 mmol) N-Boc-3-Aminopropionitril (C8H14N2O2, 170.211 g/mol) werden in schwach salzsaurem Metha- 
nol bei 40 bar Wasserstoffdruck und katalytischen Mengen ]0%igen Pd/C-Kat^lysator uber Nacht hydriert, 
Ausbeute nach Flash-Chromatographie 2.91 (16.7 mmol; 58%) farbloses 6\ (Rf = 0,06 (D), Rf = 0.25 (G)), 
^H-NMR (250 MHz, [D6]DMS0, 300K): 5 = 6.80 [t, IH, NH]; 2.95 [q, 2H, CHaCHzNH-Boc]; 2.51 [t, 2H. 

60 NPI2CH2CH2]; 1 .5 1 [quintett, 2H, CH2CH2CH2]; 1 .38 [s, 9H, OC(CH3)3] 

3-Boc-l,3-Diaminopropan kann in wesentlich hoheren Ausbeuten entsprechend der Literaturvorschrift von W. Hu et 
al., Helv. Chim. Acta, 1996, 79. 548-559. synthetisiert werden. Ein 20.0 mmol Ansalz ergibt eine Ausbeute von 3,05 g 
(17.5 mmol; 88%) als farbloses Ol. Die ^H-NMR-spekux)skopischen Dalen enlsprechen den oben angegeben Daten. 

65 
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Beispiel 39 

(3-BOC-3- Aminopropyl)hamstoff C9H19N3O3 217.268 g/mol 

1.31 g (7.5 mmol) N-Boc-l,3-Diaminopropan und 0.61 g (7.5 mmol) Kaliumcyanal werden in wSBrigen THF (Ver- 5 
haltnis HiOfTHP = 0,7 : 1) gelost und mit 0.52 ml (9.0 mmol; 1.2 eq) EssigsSure versetzi. Die Reaktionslosung wird 
1.5 h unler RiickfluB erhitzl und anschlieBend zu einem farblosen, oligen FeslstofF eingeengi, der in Essigsaureethylesler 
suspendiert wird. Die organische Phase wird je zweiinal mil Wasser und gesaltigler NaCl-Losung exlrahierl, uber 
Na2S04 getrocknet und das Losungsmittcl dcstillativ cntfernt. Nach Flash-Chromatographic mil CHCls/McOH-Gemi- 
schen (20 : 1 — ► 15 : 1 — 6 : 1) als Eluenlcn erhalt man ein farbloscs Ol. 10 
Ausbeute 1.36 g (6.26 mmol; 84%); Rf = 0.19 (D);'0.65 (G). 

^H-NMR (250 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 6.76 [t, IH, NH-Boc]; 5.89 [t, IH, NH-Hamstoff); 5.39 [s, 2H, NHrHarn- 
stoffl; 2.97-2.87 fm, 4H, CH2CH2CH2I; 1,49-1.37 f2H, CHjCHjCHz, uberlagert mil dem ten. -Bulyl- Signal]; 1.37 fs, 
9H, OC(CH3)3] 

Die Boc-Schutzgruppe wird nach AAV 8 abgespalten. 15 
Ausbeute 0.81 g (99%) als weiBer FeslstofF (Rf = 0.17 Spitze des Sireifens der bis zuin Slartpunkl reichl (G)). 

(3-Boc-3-Aminopropyl)harnsloff kann auch nach einer modifizierten Vorschrift von R Boden el al, J. Med. Chem., 
1996, 39, 1664-1675, dargestelll werden. Die Modifikation zur Orginalliteratur bcsteht in der Verwendung von N-Z-1,3- 
Diaminopropan anstclle von ungeschutztem Diaminopropan, wodurch man die Reaktanden in nahezu aquimolaren Men- 
gen einsetzen und die Reaktion in konzentrierter Losung durchfiihren kann. 20 

Zu einer Losung von 2.08 g (10.0 mmol) N-Z-l,3-Diaminopropan in 20 ml abs. THF laBt man bei RT unter Argon- At- 
mosphare langsam eine Losung aus 1.46 ml (11.0 mmol; 1,1 eq) Trimethylsilylisocyanat in 10 ml abs. THF tropfen. Man 
laBt fur 2 h bei RT ruhren, gibt anschlieBend 40 ml Wasser zu und laBt weitere 2 h riihren, Nach Entfemen des Losungs- 
mitlels erhall man einen weiBen Feststoff. 

Ausbeute 2.20 g (8.75 imnol; 88%) Rf = 0. 17 (D). 25 * 

Die Z-Schutzgruppe wird nach AAV 9 abgespalten und der Aminoalkylharnstoff enlsprechend der Lileraturvorschrift 
von R Boden et al. aufgearbeitet. 

Ausbeute 0.92 g (7.85 mmol; 90%) als leicht gelbliches Ol. 

^H-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 5 = 6.03 [breites t, IH, NH-Hamstoffj; 5.42 [bs, 2H, NH2-Hamstolfl; 3.95 [bs, 
3H, NH3^; 3.04-2.96 [m, 2H, NH3'--CH2CH2CH2-NH-Hamsloffl; 2.58 [l, 2H, NH3'--CH2CH2CH2NH-Hamstoffl; 30 
1 .52-1 .41 [m. 2H, CH2CH2CH2] 

Beispiel 40 

Fmoc-Ncil-OH C21H23N3O5 397.43 1 g/mol 35 

0.5 g (4.27 mmol) (3-Aminopropyl)hamstoff werden mit 0.43 g (4.67 mmol) Glyoxylsaurc-Monohydrat nach AAV 
3.1 reduktivaminiert.. 

Rohausbeute (C6H13N3O3 175.188 g/mol) 0.92 g als weiBer Schaum. 

^H-NMRDaten vonH-Ncit-OH: 40 
^H-NFMR (250 MHz, fDglDMSO, 300K): 6 = 5.89 [t, IH, NH-Hamstoffl; 5.39 fs, 2H, NH2-Hamstofn; 2.97-2.87 [m, 
4H, CH2CH2CH2]; 1.49-1.37 [m, 2H, CH2CH2CH2]. 

0,92 g nicht gereinigtes H-Ncit-OH werden mit 1.22 g (4.70 nunol; 1.1 eq) Fmoc-Ci nach AAV 4.1 umgesetzt. Die 
Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie mit Chlorofonii/Methanol-Gemischen als Eluenlen. 

Ausbeute 0.97 g (2.44 mmol; 72% nach zwei Stufen) als weiBes Pulver. 45 
k': 3.97 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nuclcosil 5 \im) 

^H-NMR (500 MHz, [DeJDMSO, 300K): Hauptkonformalion 6 = 7.89 [dd, 2H, 7.25 H2, Fmoc-Aromai]; 7.64 [dd, 2H, 
7.50 H2. Fmoc-Aromat]; 7.44-7.29 [m, 4H, Fmoc-Aromai]; 5.86 [bs, IH, NH]; 5,29 [bs, 2H, NH{\; 4.48-4.21 [m, 3H, 
Fmoc-CH und Fmoc-CH2]; 3.97 [s, 2H, H*]; 3.25 [l. 2H, H*']; 2.95 [t, 2H, rf]; 1.56 [quintett, 2H, H8] 
Nebenkonformaiion 8 = 7.89 [dd, 2H, 7.25 H2, Fmoc-Aromat]; 7.64 [dd, 2H, 7.50 H2, Fmoc-Aromat]; 7.44-7.29 [m, 4H, 50 
Fmoc-Aromai]; 5.94 [bs, IH, NH]; 5.29 [bs, 2H, NHJ; 4.48-4.21 [m, 3H, Fmoc-CH und Fmoc-CH2]; 3.85 [s, 2H, W]; 
3.08 [t, 2H, H^ 2.81 [t, 2H, rf]; 1.37 [quintett, 2H, H^]. 

Bei 340 K ist der Koaleszenzpunki der cis/irans-Isomeren erreichl und man erhall nur noch einen Signalsalz mil aller- 
dings brcitcn Signalcn fiir die Methylenprotonen. 

^^C-NMR (500 MHz, [DeJDMSO, 300K): 6 = 171.2, 170.9, 158.7, 155.5, 155.4, 143.9, 143.7, 140.8, 140.6, 128.8, 55 
127.6, 127.5, 127.1, 125.1, 124.9, 120.0, 67.0, 66.7,48.8, 48.3,46.7,46.0,45.7, 36.7,31.3, 28.9, 28.4 

Syn these eines Nhcit Deri vats 

Beispiel 41 60 

Boc- 1 ,4-Diairunobutan 

1,4-Diaminobutan (44.08 g; 0.5 mol) wird in Dioxan (500 mL) gelost und im Eisbad abgekuhll. Dazu lasst man inner- 
halb von 4 h Di-leri..-buiyldicarbonat in 250 mL Dioxan zutropfen. Die Reaktionslosung wird auf Raumtemperatur er- 65 
warmt und uber Nacht geruhrt. Anschliessend wird das L5sungsmittel abdestillierl und der gelbe Riickstand in Wasser 
(100 mL) aufgenommen und fillriert. Das Filtrai wird dreimal mil Dichlormethan (50 mL) exlrahierl. Die vereinigien or- 
ganischen Phasen werden mil gesaltigler NaCl-Losung gewaschen, Uber Nairiumsulfat getrocknet und am Rotationsver- 
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dampfer zu einem gel ben Ol eingeengt. 
Ausbeute: 9.28 g; 49.3 mmol; 99%). 

Beispiel42 

5 

N-(Boc-4-arainobutyl)hamsioff 

Zu einerLosung Boc-l,4-diaminobulan (1.87 g; 9.93 mmol) in THF (25 inL) wird Trimeihylisocyanai in 50 iriL THF 
innerhalb von 2 h bei Raumtemperalur zugeiropfi. Nach eincr Stundc werden langsam 20 mL Wasscr zugetropft und die 
10 Reaktionslosung uber Nacht geriihrt. Die Rcaktionslosung wird am Rotationsverdampfer zu einem weisscn Pulvcr ein- 
geengt und ohne Reinigung weiter umgesetzt. 

Beispiel 43 

15 Fmoc-Nhcit-OH 

N-(Boc-4-aminobutyl)hamstoff (0.96 g; Rohprodukt) wird in 26 mL eines Gemisches aus Trifluoressigsaure, Dichlor- 
methan und Wasser (Vcrhaltnis: 5 : 20 : 1) bei Raumtemperalur fiir eine Stunde geriihrt. Anschliessend wird das Losung- 
mittcl abdestilliert und das Rohprodukt an der Lyophylle geUrocknet. Dieses gelbe Ol wird mit Glyoxylsaurc Monohydrat 

20 (0.38 g; 4.15 mmol) in Ethanol (15 mL) gel5st. Mil NaHCOs LSsung wird ein pH-Wert. von 6.0 eingestellt. Diese Losung 
wird bei 5 bar Wasserstoffdruck und Raumtemperatur fiir 3 Tage mit einer katalytischen Menge 10%igen Palladiuni/ 
Kohle Katalysator umgesetzt. Der Katalysator wird abfiltriert und die Reaktionslosung eingeengt. Das Rohprodukt wird 
in 10% Na2C03-L6sung (15 mL) gelost und mit Dioxan (6 mL) versetzt. Unter Riihren wird bei 0(C Fmoc-Cl (L18 g; 
4.56 mmol) in Dioxan (10 inL) langsam zugeiropfi. Die Reaktionslosung wird auf Raumtemperalur erwannl, iiber Nacht 

25 geruhrt und anschliessend zu einem grauen Ol eingeengt. Der Riickstand wird in Wasser aufgenommen und mit Ether ex- 
trahiert. Die wassrige Phase wird mit IN HCl auf pH 2.0 angesaucrt und dreimal mit Essigsaureethylcster extrahiert. Die 
vereiniglen organischen Phasen werden mit verdiinnter HCl und gesattigter NaCI-Losung gewaschen und iiber Nalrium- 
sulfat getrocknet. Nach Einengen des Losungsmittels wird Fmoc-Nhcit-OH (1.0 g; 59% nach vier Stufen) als weisser 
Schaum erhalten. Das Rohprodukt wird durch praparative RP-HPLC gereinigt. 

30 

Synihese eines Nlys Deri vats 
Beispiel 44 

35 Fmoc-Nlys(Boc)-OH 

Boc-l,4-aminobutan (0.57 g; 3.0 mmol) und Glyoxylsaurc Monohydrat (0.28 g; 3.0 mmol) werden in Ethanol/Wasser 
(1 : 1 ; 20 mL) gelost. Mit IN NaOH wird ein pH-Wert von 6.0 eingestellt. Diese lAsung wird bei 5 bar Wasserstoffdruck 
und Raumtemperatur fiir 3 Tage mit einer katalytischen Menge 10%igen Palladium/Kohle Katalysator umgesetzt. Der 

40 "Katalysator wird abfiltriert und die Reaktionslosung eingeengt. Das Rohprodukt wird in 10% Na2C03-Losung (15 mL) 
gelost und mil Dioxan (5 mL) versetzt. Unter Riihren wird bei 0(C Fmoc-Cl (0.85 g; 3.3 mmol) in Dioxan (10 mL) lang- 
sam zugetropft. Die Reaktionslosung wird auf Raumtemperatur erwarmt, iiber Nacht geriihrt und anschliessend zu einem 
Ol eingeengt. Der Riickstand wird in Wasser aufgenommen und mit Ether extrahiert. Die wassrige Phase wird mit IN 
HCl auf pH 2.0 angesauert und dreimal mit Essigsaureethylcster exu^iert. Die vereinigten organischen Phasen werden 

45 mit verdiinnter HCl und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und uber NaU-iumsulfat getrocknet. Nach Einengen des Lo- 
sungsmittels wird Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.63 g; L34 mmol; 45% nach zwei Stufen) als weisser Schaum erhalten. 

Beispiele 45 bis 47 

50 Synthese von Naig Derivaten 

Beispiel 45 

Z-Narg(Boc)2-OMe C25H38N4O8 522.598 g/mol 

55 

0.62 g (1.96 mmol) Z-Norn-OMe • HCl werden in 6.5 ml DMSO gelost. Dazu laRl man langsam eine Losung aus 
0.63 g (2.17 mmol; 1.1 eq) Bis-Boc-S-Methylisothiohamstoff (siehe S. 155) in 0.95 ml (2.17 mmol; 1.1 eq) einer 
40%igen methanolischer Triton-B-L6sung U-opfen (eventuell mu6 zum vollstandigen Losen des (juanylierungsreagen- 
zes noch e;twas DMSO zugegeben werden). Die Reaktionslosung wird fur vier Tage bei RT geriihrt und anschlieBend 

60 durch Zugabe einer Losung aus 10%iger KHSO4- und gesattigter NaCl-Losung (1:1, v:v) gequencht. Das Gemisch wird 
eingeengt und das verbleibende Ol in Essigsaureeihylesier (5 ml/mmol) aufgenommen, jeweils zweimal mit 5%iger 
NaHCOs-Losung, verdiinnter Salzsaure (pH-Werl = 3) und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Na2S04 ge- 
trocknei, Nach deni Abdestillieren des Losungsmittels erhalt man 0.91 g (1.74 mmol; 89%) eines gelblichen Ols als Roh- 
produkt, das durch Flash-Chromatographie mitEssigsaureethylcster/n-Hexan-Gemischcn (1 : 1.5 — *• 1 : 1) als Eluent gc- 

65 reinigt wird. 

Ausbeute 0.64 g (1 .23 mmol; 63%) als farbloses Ol (Rf = 0.50 (B)). 
k': 7.42 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
k': 3.21 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 \xm). 
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Die Verbindung zeigt cis/trans Isomerie im Verhaltnis 1:1.1. 
^H-NMR (250 MHz, PeJDMSO, BOOK): 6 = 8.34 [m, IH, NH]; 734-7.26 [m. 5H. ArH]; 5.09 und 5.05 [s. 2H, Z-CH2', 
Urethan]; 4.09 und 4.05 [zwei s, 2H, H^]; 3.64 und 3.60 [zwei s, 3H, COOCH3]; 3.31-3,29 [m, 4H, Hb und IT*!; 
1.80-1.68 [m, 2H, H^]; 1.46 und 1.39 [zwei s, 18H, OC(CH3)3] 

5 

Beispiel 46 

Z-Narg(Boc)2-OH C24H36N4O8 508.572 g/inol 

0.64 g (1 .23 mmol) Z-Narg(Boc)2-OMe wcrden nach AAV 10 verseift. . 10 

Ausbeute 0.52 g (1.02 mmol; 84%) als farbloses Ol. 
k': 6.33 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 |jm) 

Die Verbindung zeigt cis/trans Isomerie im Verhaltnis 1 : 1.2. 
n^-NMR (250 MHz, [DglDMSO, 300K): 6 = 8.34 [m, IH, NH]; 7.35-7.30 [m, 5H, ArH]; 5.08 und 5.05 [zwei s, 2H, Z- 
CH2, Urethan]; 4.04 und 4.01 [zwei s, 2H, W]; 3.30 [bs, 4H, und uberlagert mit dem Wasser- Signal]; 1.78-1.62 15 
[m, 2H, H8]; 1.46 und 1.39 (zwei s, 18H, OC(CH3)3] 



Beispiel 47 

Fmoc-Naiig(Boc)2-OH C3 1H40N4O8 596.680 g/mo! 20 . 

Die Z-Schutzgruppe von 0.52 g (1.02 nunol) Z-Narg(Boc)2-OH wird nach AAV 9 hydrogenolytisch abgespalten (k': 
3.13 (H2O/ACN 30 — ► 80% in 30 min; Nucleosil 5 frni)) und das Rohprodukt ohne Charakterisierung weiter nach AAV 
4,1 umgeselzl. 

Ausbeute nach zwei Stufen 0.5 g (0,838 mmol; 82%) als weiBer Schaum (Rf = 0, 17 (D)). . 25 

k': 3.97 (H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 m) 

Die Verbindung zeigt cis/trans-Isomerie. 
^H-NMR (500 MHz, P6]DMS0, 300K): Hauptkon formation 6 = 8.67 [bs, IH, NHi; 8.51 (bs, IH, NH-Boc]; 7.88 [d, 
2H, Fmoc-ArH]; 7.63 [d, 2H, Fmoc-ArH]; 7.41 [t, 2K, Fmoc-ArH]; 7.36-7.28 [m, 2H, Fmoc-ArH]; 4.40 und 4.25 [zwei 
d, 2H, Fmoc-CH2, Urethan]; 4.31-4.18 [m, IH, Fmoc-CH, Urethan]; 3.95 [s, 2H, Hi; 3.31 [t, 2H, H^]; 3.26 [m, 2H, rf]; 30 
1,72 fm, 2H, H^l; 1.45 und 1.41 (zwei s, 18H, OC(CH3)3l 

Nebenkonformation 5 = 8.67 [bs, IH, NH^; 8.51 [bs, IH, NH-Boc]; 7.88 [d, 2H, Fmoc-ArH]; 7.63 [d, 2H, Fmoo-ArH]; 
7.41 [t. 2H, Fmoc-ArH]; 7.36-7.28 [m, 2H, Fmoc-ArH]; 4.40 und 4.25 (zwei d, 2H, Fmoc-CH2, Urethan]; 4.3 1^.18 [m, 
IH, Fmoc-CH, Urethan]; 3.84 [s, 2H, U^]; 3.13 [l. 2H, H*']; 3.05 [m, 2H, H'*]; 1.52 [in, 2H, H«]; 1,45 und 1.41 [zwei s, 

18H, OC(CH3)3] 35 

i^C-NMR (500 MHz, [DgJDMSO, 300K): Hauptkonformation 8 = 127.2, 126.7, 124.6, 119.6. 66.6 (Fmoc-CH2). 48.6 
(C*), 46.4 (Fmoc-CH), 45.4 (C*), 26.3 (C^), 38.5 (C*), 27.3 (2xBoc) 

Nebenkonformation 6 = 127.2, 126.7, 124.6, 1 19.6, 66.6 (Fmoc-CHz), 48.8 (C^), 46,4 (Fmoc-CH), 45.0 (C**), 26.5 (C^), 
38.4 (C*), 27.3 (2xBoc) 

40 

Beispiele 48 bis 58 



Synthese von Cetrorelix-Derivaten 

Die N-terminalen Heplapeptidfrdgmenle von [Nxxx]^~^-Cetrorelix (Nxxx = Nnal\ NpCl-phe^, Npal^, Nhser^ und 
Ncit^) werdcn durch Fcstphasensynthese am TCP-Harz nach AAV 13 aufgebaut und in Losung mit dem C-terminalen 
Tripeptid H-Arg(HCl)-Pro-D-Ala-NH2 nach AAV 11 (mit HOOBt anstclle von HOBt als Additiv) bci pH = 5.C^5.5 urn- 
gesetzt. Das Heptapeptidfragment [Ncit]^-Cetrorelix wird durch Fragmentkondensation des N-terminalen Tripeptids Ac- 
D-Nal^-D-pCl-Phe^-D-Pa^-OH an das am TCP-Harz synthetisierte Teurapeptid e±alten. 

Die chimaren Cetrorelix-Peptide [Nxxx]^**'^^-Ceu:orelix (Nxxx = Nleu, Narg und Nala) werden als C-terminale Hep- 
tapeptide am S-RAM-Harz aufgebaut und mit dem N-terminalen IVipeptid Ac-D-Nal^-D-pCl-Phe^-D-Pal^-OH zum De- 
capeptid verlangert. Diese Peptide liegen nach dem Abspalten vom Harz mit 95%iger TFA (5% TVielhylsilan als Scaven- 
ger) bereits Seitenketten entschiitzt vor. Die Aklivierung der N^-geschiilzten Aminosaurederivate erfolgt mit den ubli- 
chcn Kupplungsrcagcnzien TOTU/HOBl und DIPEA als Base; nur Kupplungcn an N-substituierte Glycinderivate wcr- 
den mit HAlTJ/HOAt und Collidin als Base durchgefuhrt. 

Die Entschiitzung der Seitenketten erfolgt mit 95%iger TFA (5% Triethylsilan als Scavenger). 

Beispiel 48 

[(l)Nnal]^-CeU-orelix 60 
[7+3]-Fragmentkondensation 
a) Ac-(l)Nnal'-D.(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Ser(tBu)MVr(tBu)^-D-Cit^.Leu'-OH • HOAc 

C64H83NioOi2Ci • HOAc 1 279.928 g/mol 65 
Ausbeute: 169.0 mg (132.0 pmol; 95%; ca. 98% Reinheit) 
HPLC: k': 7.31 (HjO/ACN 30 — 80% in 30 min. Nucleosil 5 pni) 
RSI-MS: fM+Hr= 1219.6 



so 



25 



1/9/07, EAST Version: 2.1.0,14 



DE 199 41 248 Al 

b) Ac-(l)NnaP-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-SeKtBu)^-TVr(tBu)5-D-Cit^-Leu''-Arg»-Pro^-^ 

C78H108N17O14CI 1543.275 g/mol 

Ausbeute nach RP-PIPLC: 97.4 mg (63.1 jjmol; 98%; 92% Reinheit) 
HPLC: k': 6.37 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 jim) 
5 HPLC-MS: (M+H]'' = 1542.9 

c) Ac-(l)Nnal^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Ser'^-Tyr^-l>Cit^-I^u^-Arg*-Pro^-D-Ala^°-NH2 (i.e. [(l)Nnal]^-Cetrore- 
lix) 

C70H92N17O14CI 1431.060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 78.2 mg (54.6 pmol; 84% nach zwei Stufcn; 98% Reinheit) 
10 HPLC: k': 3.20 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 

HPLC-MS: (M+H]^ = 1430.8 

Beispiel 49 

15 [N(pCl)phe]^-Cetrorelix 

[7+3]-Fragmentkondensation 

a) Ac-D-Nal(2)*-N(pCl)phe^-D-Pal(3)3-Ser(tBu)'*-Tyr(tBu)^-D-Cit^-Leu^-OH • HOAc 
20 C64H83N10O12CI • HOAc 1 279.928 g/mol 

Ausbeute: 306.1 mg (239.2 pmol; 85%; ca. 96% Reinheit) 
HPLC: k': 7.31 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
ESI-MS:[M+Hr= 1219.5 

b) Ac-D-Nal(2)i-N(pCl)phe2-D-Pal(3)^-Ser(tBu)'*-Tyr(lBu)5-D-Cit^-Leu^.Arg8-Pro^-D-AlaiO-ra^ 
25 C78H108N17O14CI 1543.275 g/mol. 

Ausbeute nach RP-HPLC: 56.3 mg (36.5 pmol; 94%; 94% Reinheit) 
HPLC: k': 6. 1 3 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 \im) 
HPLC-MS: [M+H]-' = 1542.8 

c) Ac-D-Nal(2)^-N(pCl)phe2-D-Pal(3)^-SeATyr^-D-Cit^-Leu'-Arg*-Pro^-D-A!a^°-NH2 (i.e. [N(pCI)phe]2-Cetro- 

30 relix) 

C70H92N17O14CI 143 1 .060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 33.7 mg (23.6 Mmol; 46% nach zwei Stufen; 95% Reinheit) 
HPLC: k': 3.20 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
HPLC-MS: [M+H]+ = 1430.7 

35 

Beispiel 50 
[Npal(3)]^-Cetrorelix 
40 [7-H3]-Fragmentkondensation 

a) Ac-D-Nal(2)i-D-(pCl)Phe2-Npal(3)^-Ser(tBu)^-Tyr(tBu)^-D-Cit^-Leu'-OH • HOAc 
C64tl83NioOi2Cl • HOAc 1279.928 g/mol 

Ausbeute: 0.32 g (0.25 mmol; 89%; 89% Reinheit) 
45 HPLC: k': 6.93 (H2O/ACN 30 ^ 80% in 30 min. Nucleosil 5 jam) 

HPLC-MS: [M+H]^= 1219.6 

b) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-Npal(3)^-Ser(tBu)^-Tyr(tBu)^-D-Cit^-Leu^-Arg^-Pro^-I>Alai^-NH2 
C78H108N17O14CI 1543.275 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 58.4 mg (37.8 pmol; 97%; 97% Reinheit) 
50 HPLC: k': 5.93 (H20/ACT^ 30-* 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
HPLC-MS: [M+H]^= 1542.8 

c) Ac-D-Nal(2)i-D-(pCl)Phe2-Npal(3)^-SeATyr^-D.Cit^-Leu''-ArgS-Pro^-D-Ala^o.NH2(i^ [Npal(3)]^-Cetrorelix 
C70H92N17O14CI 143 1 .060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 31.5 mg (22.0 pmol; 34% nach zwei Stufen; 97% Reinheit) 
55 HPLC: k': 2.78 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) HPLC-MS: [M+H]* = 1430.7 

Beispiel 51 

[Nhser]'*-Celrorelix 

[7+3]-Fragmentkondensation 



60 



a) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2.D.Pal(3)^-Nhser(TBDMS)'^-Tyr(tBu)^-D-Cit^-Leu^-OH • HOAc 
C67H9iNioOi2SiCl 1352.110 g/mol 

65 Ausbeute: 0.31 g (0.240 mmol; 86%; 80% Reinheit) 

HPLC: k': 5.72 {H2O/ACN 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 fim) 
HPLC-MS: [M+H]*= 1291.6 

b) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2.D-Pal(3)^-Nhser'*-Tyi<tBu)^-D-Cit^-W-Arg*-Pro^-D-Ala^°-^ 
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C8iHii6Ni70i4SiCl 1501.194 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 64.0 mg (42.6 pmol; 67%; 87% Reinheit; 11% [NhserJ'^-enLschulztes Cetrorelix) 
HPLC: k': 3.50 (HzO/ACT^ 50 80% in 30 min. Nucleosil 5 ^m) 
HPLC-MS: (M+nr = 1500,7 

c) Ac-D-Nal(2)*-D-(pCl)Phe2.D-Pal(3)^-Nhsei^-TVr^-D-Cit^-lxu''-Arg»-Pto9-D'Ala^^ (i.e. [Nhserl^-Celrore- 5 

lix) 

C7iH94Ni7Oi4C11445,087 g/rnol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 87.0 mg (60.2 jamol; 79% nach zwei Stufen, 89% Reinheit) 
HPLC: k': 2.97 (H2O/ACN 30 — 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 

HPLC-MS: [M+H]"- = 1445.4 10 

Beispiel 52 
[Ncit]^-Cetrorelix 
[(3+4)+3]-Fragmenlkondensation 



15 



a) Ac-D-Nal(2)*-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)3-Scr(tBuATyr(tBu)^-Ncit^-Lcu^-OH • HOAc 
C64H83N10O12CI • HOAc 1279.928 g/mol 

Ausbeute: 337.6 mg (263.8 fimol; 94%; 72% Reinheit) 20 
HPLC: k': 6.78 (H20/AC^ 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
HPLC-MS: (M+H]^ = 1219.5 

b) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-I>Pal(3)^-Ser(tBu)^-TVr(tBu)5-Ncit*-Leu''-Arg*-Pro'-D-Ala^°-N^^ 
C78H108N17O14CI 1543.275 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 43.0 mg (27,9 pmol, 71%, 92% Reinheit) 25 
HPLC: k': 4.82 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) • 
HPLC-MS: IM+H]"- = 1542.8 

c) Ac-D-Nal(2)>-D-(pCl)Phe2-D-PaI(3)^-Ser'*-Tyr5-NcitM..eu^-Arg^-Pro^-D-Ala^°-NH2(i.e. [Ncit]^-Cetrore!ix) 
C70H92N17O14CI 143 1 .060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 86.1 mg (60.2 pmol; 57% nach zwei Stufen; 90% Reinheit) 30 
HPLC: k': 3. 1 1 (H2O/ACN 30 — 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 
HPLC-MS: [M+Hf = 1430.7 
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Beispiel 53 
[Nhcit]^-Cetrorelix 

Ac-D-Nal(2)'-D-(pC!)Phe2-D-Pai3-Ser'^-TVr5.Nhcit^-Leu'-Arg*-Pro^-D-AlaiO-NH2-TFA 

. C7iH94CTNi70i4-C2HF302 1445,09 + 114,02 =1559,11 g/mol 40 

Das Peptid wird der Fmoc-Strategie folgend am Harz aufgebaut. Die Aktivierung der einzelnen Fmoc-Aminosauren 
erfolgt durch die Kupplungsreagenzien TBTU/HOBi. Fur die Kupplung von Fmoc-'IVr(tBu)-OH an den N-alkylierten N- 
Tenninus des Peptids H-Nhcit-Leu-Aig-Pro-Sar-Harz wird HATU/HOAt verwendet. 

Ausbeute: 97 mg (62,5 pmol; 44%) 45 
HPLC: Rf = 1 1,3 min (H2O/ACN 40 (90% in 30 min. Nucleosil 5 pm) . * . 

MS: [M+H]"- = 1444,6 

Beispiel 54 

50 

[Nleu]''-Cetrorelix 
[3+7]-Fragraenlkondensalion 
Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-ScA^rVi^.D-Cit^-Nleu'-Arg*-Pro^.I>Ah 55 
C70H92N17O14CI 143 1 .060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 50.6 mg (35.4 pmol; 11% Gesamtausbeute) 

HPLC: k': 2.90 (H2O/ACN 30 — 80% in 30 min. Nucleosil 5 pm) 60 
HPLC-MS: [M+H]* = 1430.6 



65 
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Beispiel 55 
[Narg]*-Cetrorelix 

5 [3+7]-Fragmentkondensation 

Ac-I>Nal(2)^-D-(pCl)Phe2.D-Pal(3)^-SVr'*-TVr^-I>-Cit^-I^u''-Narg8-^^^ 
C70H92N17O14CI 1431.060 g/mol 

10 

Ausbeute nach RP-HPLC: 94.2 mg (65.8 pmol; >20% Gesamtausbeute; 98% Reinheit) 
fiPLC: k': 3.48 (H2O/ACN 30 — 80% in 30 min, Nucleosil 5 pm) 
HPLC-MS: [M+nr = 1430,7 

15 Beispiel 56 

(Nala]^°-Cetrorelix 

[7+3]-Fragmenlkondensation 

20 

a) Ac-D-Nal(2)i-D-(pCI)Phe2-D-Pal(3)^-SeKtBu)^-'IVr(tBu)^-D-CitM.eu^-OH 
C64H83N10O1 2CI • HOAc 1279.928 g/mol 

Ausbeute: 312.1 mg (243,8 Mmol; 87%; > 98% Reinheit) 
HPLC: k': 7.70 (H2O/ACN 30 80% in 30 min. Nucleosil 5 m) 
25 HPLC-MS: [M+H]'-= 1219.5 ■ 

b) Fmoc-Arg-Pro-Nala-NH2 
C29H37N7O5 563.657 g/mol 

Testabspaltung vom S-RAM-Harz: 74% Reinheit des Rohpeptids 
HPLC; k': 3.28 (H2O/ACN 30 — 80% in 30 min, Nucleosil 5 pm) 
30 HPLC-MS: fM+H]^ = 564.3 

c) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCt)Phe2-D-Pal(3)^-Ser(tBuf-TVr(tBu)^-I>Cit^-Uu''-Arg*-Pro'-N^ 
C70H92N17O14CI 1431.060 g/mol 

Ausbeute nach RP-HPLC: 90.5 mg (63.2 \xmol\ 26%, 97% Reinheit) 
HPLC: k': 3.01 (H2O/ACN 30 80% in 30 niin. Nucleosil 5 pm) 
35 HPLC-MS: [M+H]^ = 1430.8 

d) Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-I>Pal(3)^-ScATVr5-D-Cit^-Leu''-Arg^-Pro9-Nalai°-]ra^ 

e) Ac-D'Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Hser^-'lVr^-D-Cit^-D-Leu'^Arg^-Pro'-Nala^°-NH2 

Beispiel 57 

40 

[Nhcit]^- [Nala] ^^-Cetrorelix 

Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal^-Ser'^-TVr^-Nhcit^-Leu''-Arg^-Pro^-Nala^^-NH2-T^^ 

45 C71H94CIN17O14 • C2HF3O2 1445,09 + 114,02 = 1559,11 g/mol 

Das Peptid wird der Fmoc-Strategie folgend am Harz aufgebaut. Die Aktivierung der einzekicn Fmoc-Aminosauren 
erfolgidurch die Kupplungsreagenzien TBTU/HOBt, Fiir die Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu)-OH an den N-alkylierten N- 
Terminus des Peptids H-Nhcit-Leu-Aig-Pro-Sar-Harz wird HATU/HOAt verwendet. 
50 Ausbeute: 430 mg (275,8 pmol; 89%) 

HPLC: Rf = 1 1,1 min (H20/ACT^ 40 (90% in 30 min. Nucleosil 5 pm) - 
MS: [M+H]^ = 1444,5 

Beispiel 58 

55 

[Nlys(R)]^-[Nala]*^-Cetrorelix 
R = £-N'-4-(4-Amidino-phenyl)-amino-l,4-dioxo-buiyl- 
60 Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal^-Ser'^-Tyr^-Nlys^-Leu^-Arg(Pmc)^-Pro^-Nala^°-NH2 • TFA 

C70H93CIN16O13 • 2 . C2HF3O2 1402,06 + 228,04 = 1630,10 g/mol 

Das C-tcrminalc Hcptapcptid H-Scr(tBu)-iyr(tBu)-Nlys(Boc)-Leu-Arg(Pmc)-Pro-Sar-0-Harz wird am Harz der 
65 Fmoc-Strategie folgend aufgebaut. Die Aktivierung der einzelnen Fmoc-Aminosaunen erfolgt durch die Kupplungsrea- 
genzien TBTU/HOBt. Fur die Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu)-OH an den N-alkylierten N-Terminus des Peptids H- 
Nlys(Boc)-Leu-Arg-Pro-Sar-Harz wird HATU/HOAt verwendet. 

Das N-terminale Tripeplid Ac-D-Nal(2)-D-(pCl)Phe-b-Pal-0H wird mil DIC (Diisopropylcarbodiimid)/HOBt an das 



28 



1/9/07, EAST Version: 2.1.0.14 



DE 199 41 248 A 1 



Harz gebundene Heptapeptid gekuppelt. Nach Abspalten des linearen Peptids vom polymeren Trager mil Trifluoressig- 
saure/Anisol/Wasser (90 : 5 : 5), liegt das Peptid Seitenketten-entschutzt alsTrifluoressigsaure-Salz vor. 

Ac-p-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal3-Ser'*-TVr^-Nlys(R)^-I^u''.Arg^-Pro^-Sar^^-^ 

5 

C8iHi(mC1Ni90i5 1619,29 g/mol 

R = e-N'-4-(4-Ainidino-phenyl)-aiiiino-l ,4-dioxo-butyl- 

Das Rohpeptid (0.33 g) wird mil 4-(3-Carboxypropionamido)benzamidin Hydrochlorid (60. 1 mg; 0.22 mmol) in eincr 10 
DIC/HOBt-Kupplung umgesetzt und anschliessend durch praparative RP-HPLC gereinigt. 
MS: [M+H]+= 1618,7 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen nach Formel V wurden auf ihre Rezeptorbindung untersucht. Das Verfahren 
lehnte sich eng an das in Beckers et al, Eur. J. Biochem. 23 1 , 535-543 (1995), beschriebene Verfahren an. Nach der oben 
offenbarten Synthese erhaltene Cetrorelix-Analoga wurden mit [^^^1] (Amersham; spezifische Aktivitat 80.5Bq/fmol) un- 15 
ter Verwendung des lodoGen-Reagens (Pierce) iodierl. Das Reaktionsgemisch wurde durch Umkehrphasen-Hochlei- 
stungs-Russigkeitschroinatographie gereinigt, wobei mono-iodierle CeUrorelix-Analogaohne unmarkiertes Pepud erhal- 
tcn wurden, Jewcils etwa 80% des entsprcchcnden [^^l]-Cctrorclix-Analogons war zur spezifischen Rezeptorassoziation 
geeignct. 

Unler physiologischen Bedingungen wurde mit intakten Zellen ein Rezeptorbindungs- Assay, der in Beckers et al.. J. 20 
Biol. Chem,, 263, 8359-8365 (1988), undLoumaye et a!.. Endocrinology, 111, 730-736 (1982) beschrieben ist und an 
dem einige Modifikationen vorgenommen wurden, durchgefUhrt. Subkorifluente Kulluren von stabilen transfizierten 
LTK-ZeUen wurden durch Inkubation in NaCl/Pi (137niM NaCl, 2.7mM KCl, 8.1mM NaiHPOA, 11.47mM 
KH2P04)/lrnM EDTA abgeU-ennt und durch ZenUifugieren gesanunelt. Das ZelLpellet wurde in Bindungspuffer 
(DMEM ohne H2CC)3, mil 4.5 g/l glucose, 10 mM Hepes pH7.5, 0.5% (MasseAblumen) BSA, 1 gA Bacitracin, 0.1 gA 25 
SBTI, 0.1% (MasseAblumen) NaN3) resuspendiert. Fur Verdrangungs-Assays, wurden 0.25 x 106 2^llen/100pl mit 
etwa 225 pM des [^^^IJ-Cctrorelix-Analogons (spezifische Aktivitat 5-10 x 105 dpm/pmol) und verschiedcnen Konzen- 
trationen von unmarkiertem Peptid als Kompetitor inkubiert Die Zellsuspension in 100 pi Bindungsmedium wurde in 
400 pi Assayrohrchen uber 200 pi 84 Vol.-% Siliconol (Merck Typ 550) / 16 Vol.-% Paraffinol geschichtet. Nach Inku- 
bation fur 1 h bei 37°C unter langsamem, kontinuierlichem Schiitteln wurden die Zellen durch Zentrifugieren fur 2 min 30 
bei 9000rpm (Rotortyp HTA13.8; Heraeus Sepatec, Osierode/Germany) von dem Inkubations medium geu-ennt. Die Spit- 
zen der Rohrchen, die das Zellpellet enthielten, wurden abgeschnitten. Zellpellet und Uberstand wurden anschlieBend 
durch Zahlung der Y-Strahlung analysien. Die Menge an unspezifisch Gebundenem wurde unter EinschluB von unmar- 
kiertem CeU-orelix-Analogon bei IpM Endkonzenu:ation besiimmt und beu-ug typischerweise 10% des gesainten Gebun- 
denen. Die Analyse der Bindungsdaten wurde mit dem EBDA/Liganden-Analyseprogramm (Biosoft V3.0) durchge- 35 
fiihrt. 

Auf diese Weise wurden folgcnde Bindungsaffinitaten erhaitcn: 



Beispiel51b) 4,4 nM 

Beispiel51c) 1,43 nM *0 

Beispiel52c) 0,30 nM 

Beispiel54 ll,42nM 

Beispiel55 11,18 nM 

Beispiel 56d) 0,33 nM 

Beispiel56e) 2,62 nM 

Beispiel 57 10.12 nM 

Beispiel 58 57,10 nM 



Patentanspruche SO 

1 . Verbindungen der allgemeinen Formel V 

Ac-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx'^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^-Xxx^^-NHz (V) 

55 

worin einer oder zwei der Bausteine Xxx\ Xxx^, Xxx^, Xxx^ Xxx^, Xxx^, Xxx^ und Xxx^^ eine N-iso-Butyl-gly- 
cin-(Nleu), N-2-(4'-Hydroxy-phenyl)-ethyl-glycin-(Nhtyr), N-2-Hydroxy-ethyl-glycin-(Nhser), N-(N-iso-Propyl- 
4-amino-butyl)-glycin-(Nlys(iPr)), N-3-Guanidino-propyl-glycin-(Na:g), N-3-Ureido-propyl-glycin-(Ncil), N-4- 
Ureido-propyl-glycin-(NHcit), N-Pyrid-2-yl-methyl-glycin-(Npal(2)), N-Pyrid-3-yl-methyl-glycin-(Npal(3)), N- 
Pyrid-4-yl-methyl-glycin-(Npal(4)), N-Naphth- l-yl-methyl-glycin-(Nnal(l)), N-Naphth-2-yl-methyl-glycin- 60 
(Nnal(2)) oder N-(4'-Chlor-phenyl)-methyl-glycin-gruppe (N(pCl)phe) oder eine N-substituierte Glycin-Gruppe 
mit der allgemeinen Formel I 
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bedeutcti wobei R cine Gruppe.mit der allgcmeinen Formcl II 



-(CH2)„-NH-C0-R'^ 



in der n die Zahl 3 oder 4 darstellt, in der R'* eine Gruppe mil der allgemeinen Formel HI 

-(CH2)p-cO'Nr5r^ (m) 



worin p eine ganze Zahl von 1 bis 4, R WasserstofF oder eine Alkylgruppe und R^ eine unsubstituierte oder substi- 
tuierte Arylgruppe oder Heteroarylgruppe bedeutet, oder K* eincn Ring der allgemeinen Formel (IV) 



in dem q die Zahl 1 oder 2, R^ ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe, R* ein Wasserstoffatom oder eine Al- 
kylgruppe und X ein Sauerstoff- oder Schwefelatom bedeutet, darstellt, 
Xxx^ D-Nal(l), D-Nal(2), Nnal(l) oder Nnal(2), 
Xxx^ D-(pCl)Phe Oder N(pCl)phe. 
Xxx^ Pal(3), D-Pal(3), Npal(2), Npal(3) oder Npal(4), 
Xxx^ Scr, Ser(t.-But,), Hser oder Nhser, 
Xxx'^ Tyr, 'ryr(t.-But.) oder Nhtyr, 

Xxx^ D-Cit, D-Hci, Ncit, Nhcit oder eine D-Aminosauregruppe der allgemeinen Formel (VI) oder (VTI) 




o 




(CH2)n 




(VI) 
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o 



5 



(CH2)n 




NH 



10 




eine Gruppe mit der allgemeinen Fonnel EH, 



IS 



-(CH2)p-CONR5r6 (m) 

worin p eine ganze Zahl von 1 bis 4, Wasserstolf oder eine Alkylgruppe und R^ eine unsubstituierte oder substi- 
tuierte Arylgruppe oder Heteroarylgruppe bedeutet, oder R* einen Ring der allgemeinen Formel (IV) 



20 




25 




N 




(Vn 

\r8 

R (IV) 
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in dem q die Zahl 1 oder 2, R ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe, R ein Wasserstoffatoin oder eine AI- 35 

kylgruppe und X ein Sauerstofif- oder Schwefelatom bedeutet, darstellt, 

Xxx^ Leu, D-Leu oder Nleu, 

Xxx^ Arg, Lys(iPr), Narg oder Nlys(iPr), 

Xxx^ Pro und 

Xxx^° Ala Oder Nala bedeutet, 40 
und deren Salze mit pharmazeutisch akzeptablen Sauren. 

2. Verbindung nach Anspruch 1, worin Xxx^ D-[e-N'-(Imidazolidin-2-on-4-yl)-formyl]-Lys, N-[£-N'-(Imidazoli- 
din-2-on-4-yl)-formyI]-Gly, D-[e-N'-4-(4- Amidinophenyl)-amino- 1 ,4-dioxo-butyl]-Lys oder N-[e-N'-4-(4-Ami- 
dino- phenyl)- amino- l,4-dioxo-butyl]-Gly bedeutet. 

3. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Nhser^-Tyr^-D-Cit^-Leu^-Arg^-Pro9-D-Ala^^-NH2, 45 

4. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)3-Nhser^-l\r(tBu)5-D-Cit^-Leu^-Arg^-Pro^-D-Ala^°-NH2. 

5. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe^-D-Pal(3)^-Scr'^-Tyr^-Ncit^-Leu^-Arg^-Pro^-D-Ala^°-NH2. 

6. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Ser'*-Tyr^-D-Cit^-Nleu^-Arg^-Pro^-D-Ala^^-NH2. 

7. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2.D-Pal(3)^-Ser'*-Tyr^-D-Cit^-Leu''-Narg^-Pro^-D-Ala^"-NH2. 

8. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)3-Ser^-TVr^-D-Cit^-W-Ar/-Pro9^ 50 

9. Ac-D-Nal(2)^-D-(pCl)Phe2-D-Pal(3)^-Hser'^-TVr^-D-Cit^-D-I^u^-Arg^-Pro^-Nala^°-N^^ 

10. Verbindung nach Anspruch 1, worin das Salz ein Embonat ist. 

1 1 . Phannazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 10 neben ub- 

lichcn Trager- und Hilfsstoffen. 

12. ^Vcrfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel V, dadurch gckennzeichnet, daB man je- 55 
weils in an sich bekannter Weise Fragmente aus mit geeigneten Schutzgruppen versehenen Bausteinen Xxx"^, bei 
denen m eine ganze Zahl von I bis 10 bedeutet und Xxx^ acetyliert ist, an einer Festphase oder in Losung nach ub- 
lichen Verfahren aufbaut, anschlieBend die Fragmente an einer Festphase durch Segmentkupplung verbindet und 
nach AbschluB der Kupplung die Verbindungen der allgemeinen Formel V unter Amidierung am Baustein Xxx^^ 
von der Festphase abspaltet. 60 

13. Verwendung der Verbindungen gemaB den Anspriichen 1 bis 10 zur Behandlung hormonabhangiger TUmore, 
insbesondere Proslatacarcinom oder Brustkrebs, sowie fiir nicht-maligne Indikationen, deren Behandlung eine LH- 
RH-Hormonsuppression erfordert. 
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